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Resumen 
En el presente trabajo se evidenció la secreción de las enzimas: poligalacturonasa (PG), 
pectato liasa (PL), proteasa (PRT) y xilanasa (XL) por el patógeno Fusarium oxysporumf. 
sp.dianthi en raíces de clavel  durante los primeros días de infección y luego del proceso 
de colonización.Para el desarrollo del trabajo inicialmente se seleccionó una metodología 
que permitiera extraer las 4 enzimas en un único procedimiento a partir del fluido 
intercelular, el extracto intracelular y el extracto crudo de la planta. Se seleccionó entre 
diferentes métodos que utilizaban acetona, polivinilpolipirrolidona y buffer fosfatos, el 
último que presentó los mejores resultados. Con los resultados, se escogió el fluido 
intercelular y el extracto intracelular para determinar la actividad de las enzimas en 
plantas sanas e infectadas.  Mediante el uso de zimogramas se identificaron diferencias 
en los patrones electroforéticos entre la planta y el hongo para cada una de las enzimas 
de estudio. Para comprobar la secreción de las enzimas PG, PL, PRT y XL por parte de 
F oxysporum en la planta, se realizó un ensayo in vivo usando esquejes enraizados de 
clavel, las variedades usadas fueron Moonlight y Golem con niveles de resistencia  
medio  y alto, se emplearon  cuatro  tratamientos que comprendían  dos  controles sin 
inocular y dos inoculados con el patógeno. Los análisis de actividad enzimática, en los 
extractos obtenidos se realizaron en dos bloques: durante los primeros días pos 
inoculación (0-10) y en los días (37- 43), usando cuatro  réplicas biológicas para cada 
variedad infectada y sus respectivos controles. En los primeros días pos inoculación los 
mayores niveles de actividad se presentaron en el fluido intercelular y en general en las 
muestras infectadas de la variedad Golem. Mostrando como el grado de resistencia de la 
variedad puede influir, así mismo al observar los mayores niveles en el espacio 
intercelular, se comprueba la secreción de estas en el apoplasto. Se observó una 
secreción diferencial de las enzimas en la  planta por parte del hongo en los primeros 
días de infección, donde las enzimas pécticas que  primero se expresan son las 
poligalacturonasas, seguido de las pectato liasas, luego las proteasas indicando que muy 
probablemente las enzimas pécticas son decisivas en el proceso de infección, para el 
caso de la xilanasa no se evidenció actividad en el fluido intercelular para estos tiempos. 
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En el segundo bloque la actividad de las muestras infectadas tiende a igualarse  con las 
muestras control para la variedad que Moonlight, mientras que en la variedad Golem la 
actividad de las  muestras infectadas es mayor al control, comportamiento relacionado 
con los niveles de resistencia. Para la determinación de los niveles transcripcionales en 
el extracto crudo obtenido de raíces de las enzimas proteasa y pectato liasa mediante 
qPCR se diseñaron primers para un fragmento de los genes que codifican las enzimas 
proteasas (prt) y pectato liasas (pl) y para la subunidad 18 s rRNA cuya especificidad fue 
ensayada en hongo y  planta. La extracción del RNA de las muestras fue realizada 
mediante el método del trizol, seguido de un tratamiento con  DNasa y la síntesis del 
cDNA. Los primers diseñados permitieron, luego de algunos ajustes al procedimiento, la 
determinación de los niveles transcripcionales de las enzimas pectato liasa y proteasa en 
el ensayo in vivo. Se confirmó, con la determinación de los niveles transcripcionales la 
secreción de proteasa y pectato liasa a la planta por parte de Fod, con patrones de 
secreción semejantes a los obtenidos en la determinación de actividad de estas enzimas. 
Los primers diseñados para una parte del genoma que codifica para el gen 18s rRNA 
permitieron realizar el seguimiento de la cantidad de hongo en la planta. La variedad que 
presentó los mayores niveles de transcripción para las enzimas proteasa y pectato liasa 
fue la Moonligth, indicando relación entre la resistencia de la variedad y niveles de 
expresión. 
Palabras clave: Fusarium oxysporumf. sp.dianthi, enzimas degradadoras pared celular, 
Fluido intercelular, extracto intracelular, zimogramas, actividad enzimática  y niveles 
transcripcionales. 
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Abstract 
In this work the secretion of enzymes was evidenced: polygalacturonase (PG), pectate 
lyase (PL), protease (PRT) y xylanase (XL) was detected for the pathogen Fusarium 
oxysporumf. sp.dianthi during the first days of infection and colonization process in 
carnation’s roots. Initially a specific methodology was selected in order to extract the 4 
enzymes during a unique procedure from intercellular fluid, intracellular extract and crude 
extract of the plant. This method was selected from those using acetone, 
polyvinylpolypyrrolidone and phosphate buffer, the latter showing the best results. The 
intercellular fluid and intracellular extract were chosen to determine enzyme activity of 
healthy and infected plants. By the use of Zymograms, important differences were 
detected between electrophoretic patterns of the plant and the fungus for each one of the 
studied enzymes. To probe the secretion of PG, PL, PRT and XL by F oxysporum in the 
plant, in vivo studies were made using carnation rooted cuttings with varieties Moonlight 
and Golem which exhibit medium and high levels of resistance, four treatments that 
included two controls without inoculation and two inoculated with the pathogen were 
employed. Enzymatic activity analyses with the obtained extracts were made in two 
blocks: during the first days posinoculation (0-10) and days (37-43), using 4 biological 
replicates for each infected variety and their respective controls. During the first days pos 
inoculation, the highest levels of activity were detected in intercellular fluid, in general for 
infected samples of Golem variety. Showing the influence of the plant variety, the 
secretion was also probed in apoplast. A differential enzymes secretion was observed by 
the fungus in the plant during the first days of infection, where the pectic enzymes that 
are first expressed are polygalacturonase, followed by pectate lyase, and then proteases 
suggesting that pectic enzymes are crucial for the infection process, in the case of 
xylanase no activity was detected in the intercellular fluid for these times. In the second 
block, the activity of infected samples tend to equal the control samples for the Moonligth 
variety, for Golem variety the activity is higher for infected samples compared with 
control, this behavior is related to resistance levels. For the determination of 
transcriptional levels of the enzymes protease and pectate lyase in the crude extract 
obtained from roots of enzymes by qPCR, primers were designed for a fragment of the 
genes that codify the enzymes proteases (prt), pectate lyase (pl) and the 18s rRNA 
subunit whose activity was tested in fungus and plant. RNA extraction was carried out 
through trizol method, followed by DNase treatment and cDNA synthesis. Designed 
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primers allowed after optimization, the determination of transcriptional levels of the 
enzimes pectate lyase and protease during in vivo assay. Protease and pectate lyase 
secretion was confirmed by Fod, with similar secretion patterns to the observed ones in 
the activity determination of these enzymes. Designed primers for the gene that codifies 
18s rRNA subunit allowed to follow the amount of fungus in the plant. The varieties that 
showed the highest transcript levels for enzymes protease and pectate lyase was 
Moonligth indicating relationship between the resistance of the variety and expression 
levels. 
Key words: Fusarium oxysporumf. sp.dianthi, cell wall-degrading enzymes, intercellular 
fluid, intercellular extract, zymograme, enzymatic activity and transcriptional level. 
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 Introducción 
En Colombia los cultivos de flores se instalaron hace alrededor de 40 años, es el 
primer país con más variedades (1.500 identificadas), es el segundo productor de 
flores a nivel mundial, hecho que se ve favorecido por poseer microclimas con 
óptimas condiciones de luminosidad, humedad, temperatura y fertilidad que 
benefician la producción de las flores de la mejor calidad. Las plantaciones se 
concentran en 7200 hectáreas de cultivos en tres regiones: la Sabana de Bogotá 
en la que se concentra la mayoría del producto con un 76% de cultivos de rosas, 
claveles y astromelias; en Rionegro, Antioquia con un 19% del producto en 
cultivos de pompones, crisantemos, hidragenos y calas y en el denominado 
Paisaje Cultural Cafetero, Quindío, Risaralda, Caldas y el norte del Valle del 
Cauca se cultiva un 5% en variedades exóticas, anturios, heliconias y toda la 
parte de follajes (conjunto de plantas y árboles).El 95% de la producción de flores 
es exportada, solo el 5 % se maneja en el consumo interno. El sector floricultor 
tiene alto impacto social, genera más de 120 mil empleos directos y vincula 
alrededor del 25% de la mano de obra rural femenina. Asimismo, involucra 
programas de sostenibilidad medioambiental y responsabilidad social. Colombia 
exporta flores a 121 destinos, siendo Estados Unidos, Rusia, Japón, Reino Unido, 
y Canadá los principales. 
(http://www.impulsonegocios.com/contenidos/2013/02/07/Editorial_24078.ph).  
 
Sin embargo la producción de clavel ha presentado una notable disminución, 
debido al alto costo generado por el manejo de enfermedades, en especial el 
marchitamiento vascular causado por el hongo Fusarium oxysporum f.sp. dianthi. 
Este patógeno se encuentra ampliamente distribuido en las zonas donde se 
cultivan claveles en el mundo , infesta de manera progresiva los suelos a través 
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de esquejes infectados, herramientas, equipo de labranza, agua, operarios, 
sumado a la alta capacidad de supervivencia, generando la inhabilitación del 
suelo para el cultivo de clavel (Arbelaéz,2000).  
 
Debido a esto el sector floricultor ha desarrollado un conjunto de medidas de 
control, basadas principalmente en prevenir la entrada del patógeno a los cultivos 
y de medidas higiénicas que evitan la contaminación de esquejes sanos durante 
las etapas de propagación y producción. Dentro de estas medidas están la 
erradicación temprana de plantas enfermas, el uso de variedades resistentes, la 
rotación con otro tipo de planta, la esterilización del suelo y la aplicación de 
fungicidas de origen químico (Arbelaéz,2000). Sin embargo dichas medidas, no 
erradican del todo la enfermedad, aumenta los costos de producción además de  
afectar el medio ambiente.  
 
Por esta razón la investigación en los países productores ha estado enfocada en 
el desarrollo de nuevas medidas de control que permitan un plan de manejo 
integrado de la enfermedad, favorable en cuestiones económicas y medio 
ambientales. Sin embargo el desarrollo de estas alternativas requiere de un 
conocimiento detallado de los mecanismos involucrados en la interacción de 
estos dos organismos, así como de las respuestas metabólicas inducidas tanto en 
las variedades donde se presenta la enfermedad, como en aquellas que no la 
desarrollan.  
 
Análisis bioquímicos del proceso de infección han demostrado que los patógenos 
producen y secretan una serie enzimas con el objetivo de degradar la pared 
celular de las células vegetales, ya que esta constituye la primera barrera física 
en el proceso de colonización. Dentro de estas han sido identificadas enzimas 
con  diferentes actividades, como enzimas pécticas, celulasas, arabinasas, 
xilanasas, galactanasas y proteasas (De Lorenzo, 1997). 
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Los hongos patogénicos responsables de síntomas de marchitamiento producen 
pectinasas, las cuales pueden ser de particular importancia ya que la formación 
de geles pépticos reduce el flujo vascular, causa estrés hídrico y eventualmente el 
marchitamiento de la planta. Fusarium oxysporumf. sp.dianthise caracteriza por 
causar una severa degradación del tejido vascular, incluso la cantidad de 
actividad poligalacturonasa se encontró estar relacionada con el desarrollo de la 
enfermedad en cultivos de clavel los cuales expresaban diferentes niveles de 
resistencia a Fusarium oxysporumf. sp.dianthi . Sin embargo es importante 
considerar que algunas enzimas pueden ser más o menos importantes que otras 
dependiendo de parámetros como: el huésped, el tejido, la fase de la infección o 
el tipo de síntomas que se presentan (Reignault et al.. 2008). 
 
La importancia de las enzimas en la patogénesis y su papel en los procesos de 
colonización de la planta ha llevado al desarrollo de numerosos estudios, con el 
objetivo de esclarecer el papel de estas enzimas en el inicio y desarrollo de la 
patogénesis, y de esta forma inhibir o debilitar estas interacciones y evitar el paso 
del patógeno (Dunavieskii et al.,2008). 
 
En estudios previos del grupo de investigación hospedero-patógeno del 
Departamento de Química de la Universidad Nacional de Colombia, se ha 
determinado el patrón y los niveles de secreción “in vitro” de varias enzimas 
extracelulares producidas por Fusarium oxysporumf. sp.dianthien su interacción 
con clavel, además algunas de estas se han purificado y caracterizado 
parcialmente. Sin embargo el papel de estas enzimas en la planta, el clavel no se 
han desarrollado hasta el momento,  esta es la razón por la cual se desea 
continuar los estudios a nivel bioquímico y molecular que permitan contribuir  a la 
comprensión de la participación de algunas de estas enzimas en el modelo 
planteado 
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1. Estado actual del tema 
1.1 Interacción planta-patógeno 
Las plantas se encuentran en contacto continuo con microorganismos, varios de éstos 
potencialmente patogénicos como insectos, hongos, bacterias y virus. Sin embargo, las 
plantas normalmente permanecen sanas debido, en parte, a la manifestación de varios 
mecanismos de defensa, que incluyen constitutivos e inducibles, cuyo fin es detener, 
reducir o contrarrestar la infección (Jones J. D. y Dangl J. L. 2006). Los mecanismos de 
defensa constitutivos proveen de forma pasiva, resistencia contra patógenos. Estos se 
pueden dividir en estructurales, como por ejemplo la presencia de capas  gruesas de 
cutícula o la deposición de calosa y químicos, tales como la acumulación de compuestos 
tóxicos. Mientras la resistencia inducida involucra cambios en el metabolismo provocados 
por la expresión diferencial de genes, por lo tanto es necesaria la mediación de sistemas 
de reconocimiento específico (Ordeñana, M. K 2002) 
Muchos patógenos establecen conexiones intimas con su huésped con el objetivo de 
suprimir la defensa de la planta y promover la liberación de nutrientes. Aquellos que 
mantienen su huésped vivo y se alimentan de su tejido son llamados biotrofos.  Otros 
patógenos a menudo producen la muerte del huésped, por medio de toxinas  o enzimas 
degradadoras de los tejidos que vencen la defensa primaria de la  planta y promueven 
una liberación de los nutrientes, esos se conocen como necrotrofos. Algunos patógenos 
son biotrofos durante los primeros estadios de infección y necrotrofos durante los últimos 
estadios de la enfermedad a estos se denominan hemibiotrofos. (Freeman, B.C. y  G.A. 
Beattie. 2008). 
Existen dos tipos de interacciones entre un huésped y un patógeno: una interacción  
compatible es aquella que da lugar a la enfermedad, mientras que una incompatible es 
una interacción que da como resultado poca o ninguna enfermedad. En la naturaleza se 
presentan diversas respuestas a un patógeno, que van desde la inmunidad (la completa 
falta de cualquier síntomas de la enfermedad), a las plantas altamente resistentes 
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(aquellas que presentan algunos síntomas de la enfermedad) o a las plantas altamente 
susceptibles (síntomas de la enfermedad significativas). El tipo de interacciones que se 
presentan en la naturaleza son consecuencia de una estrecha coevolucion, ya que 
muchos microorganismos se desarrollan de una forma patogénica solo en un ámbito 
limitado de hospedantes, a nivel de género, especie y subespecies. De forma similar, las 
especies y cultivares de plantas, por lo general son susceptibles solamente a pocas 
especies, aislamientos o razas de patógenos(Ordeñana, M. K 2002). 
 
1.2 Mecanismos de defensa de las plantas 
La activación de la defensa en plantas supone la existencia de mecanismos de 
reconocimiento mediante los cuales esta determina la presencia del patógeno. En el 
modelo contemporáneo de la inmunidad de la planta, la primera línea de defensa 
denominada PTI (PAMP-triggered immunity) involucra el reconocimiento de patógenos a 
través de receptores específicos (PRRs pattern-recognition receptors), estos receptores 
reconocen patrones moleculares asociados a patógenos o microorganismos (PAMPs o 
MAMPs pathogen-associated molecular patterns). Entre los ejemplos clásicos de PAMPs 
bacteriales se encuentra la flagelina bacterial, el factor de elongación, peptidoglicanos y 
lipopolisacáridos. Mientras que en hongos uno de los PAMPs más conocidos 
corresponde a quitina, oligosacáridos de quitina o N- acetilquitooligosacáridos, éste 
último es el principal componente de la pared celular de los hongos. Dos receptores 
capaces de reconocer quitina con motivos Lys-M han sido caracterizados en arroz y 
Arabidopsis (Kaku et al., 2006; Miya et al., 2007). La señalización mediada por PTI 
involucra la activación de eventos, los cuales incluyen cambios en los niveles 
citoplasmáticos de Ca2+, activación de cascadas mediadas por MAP kinasas, la inducción 
de genes relacionados con la defensa, producción de especies reactivas de oxígeno y de 
óxido nítrico, deposición de calosa para reforzar la pared celular, el cierre de estomas 
para prevenir la entrada de patógenos y la alteración de la expresión de genes 
relacionados con la patogénesis (PR). La respuesta PTI es importante para que las 
plantas puedan inactivar un amplio rango de potenciales patógenos. La adaptación de los 
patógenos, capaces de suprimir la respuesta PTI a través de la secreción de efectores, 
resulta en una susceptibilidad activada por efectores (ETS effector-triggered 
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susceptibility). En el caso de las bacterias dichos efectores son inyectados al citoplasma 
de la célula huésped por medio de sistemas de secreción de proteínas tipo 3 (TTSS). 
Algunos patógenos adaptados son capaces de evadir el sistema basal de algunas 
plantas, obligando a que estas evolucionen y desarrollen un segundo sistema de defensa 
basado en la percepción de efectores por proteínas R, acompañado de la activación de la 
inmunidad activada por efectores (ETI effector-triggered immunity), la cual conduce a una 
rápida e intensa respuesta de defensa en plantas, que incluye la respuestas 
hipersensible (HR Hypersensitive response) , y la resistencia sistémica adquirida (SAR 
Systemic acquired resistance) en el huésped (Chisholm, et al 2006 ; Jones y Dangl, 2006 
). La respuesta hipersensible (HR) ocurre localmente y previene el crecimiento de 
patógenos o insectos cuyo ciclo de vida depende de células vivas del huésped, esta 
respuesta es activada cuando una molécula efectora del patógeno es detectada por una 
proteína de resistencia del huésped y se caracteriza por una muerte celular rápida en el 
sitio de la infección. En el caso de la respuesta sistémica adquirida (SAR) es una 
respuesta prolongada, de amplio espectro que se induce a través de toda la planta luego 
de ocurrir una infección local (Spoel, S. H. y Dong, X. 2012). La inmunidad activada por 
efectores (ETI) se genera de una coevolucion tanto del patógeno como de la plantas, 
durante la cual los patógenos responden con mutaciones en las moléculas efectoras o 
con el desarrollo de nuevos efectores para suprimir la ETI, mientras las plantas 
desarrollan nuevas proteínas R mediando el reconocimiento de esos nuevos efectores 
(De Wit, 2007; Jones y Dangl, 2006). La principal diferencia entre PAMPs y efectores es 
que mientras los PAMPs son ampliamente conservados entre microorganismos, los 
efectores son específicos a solo unas pocas especies (Chisholm , et al 2006). Sin 
embargo, varias proteínas efectoras son generalizadas y pueden ser consideradas como 
PAMPs (Thomma 2011). Otro aspecto del modelo de la inmunidad contemporánea es 
que mientras los PAMPs son considerados esenciales para el mantenimiento y 
supervivencia, los efectores se consideran que contribuyen específicamente a la 
virulencia. Además los receptores PAMPs y proteínas de resistencia son receptores 
evolucionados ancestralmente entre especies, y muchas proteínas R son receptores 
intracelulares (Jones y Dangl, 2006). Otra consideración es que no todos los efectores 
son reconocidos dentro de la célula huésped y no todos los receptores de patógenos 
extracelulares reconocen PAMPs a través de interacciones físicas directas (Dodds y 
Rathjen 2010). Como una consecuencia el modelo de inmunidad de la planta define que 
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la respuesta ETI ocurre más rápidamente, es más prolongada, y más fuerte que la PTI, 
además de estar asociada con HR y SAR. 
1.3  Mecanismos generales de los patógenos para 
colonizar las plantas 
Dentro de los mecanismos que emplean los patógenos para lograr infectar las plantas se 
encuentra la secreción de compuestos químicos que afectan ciertos componentes y 
mecanismos metabólicos de sus huéspedes. Otros patógenos como  hongos, algunas 
plantas superiores parásitas y nematodos emplean otro tipo de mecanismo aplicando una 
presión de tipo mecánica con la que logran penetrar parcial o totalmente sobre su 
hospedador. En el caso de los hongos y algunas plantas superiores parásitas la porción 
de hifa o radícula que entra en contacto incrementa su tamaño, formando una estructura 
aplanada y en forma de bulbo denominada “apresorio”. Esta aumenta la zona de unión 
entre los organismos y permiten al patógeno fijarse con mayor fuerza. En el caso de los 
nematodos atraviesan la célula mediante su estilete. Una vez que ingresan los patógenos 
secretan grandes cantidades de enzimas para ablandar la pared (Agrios, G.N. 2005). 
Los principales grupos de sustancias que secretan los patógenos en las plantas y que al 
parecer participan en la aparición de la enfermedad, incluyen las enzimas, toxinas, 
reguladores de crecimiento y polisacáridos. En general, las enzimas que secretan los 
fitopatogenos hidrolizan los componentes estructurales de las células de su hospedante, 
degradan las sustancias nutritivas de las células afectando directamente al protoplasto e 
interfiriendo con sus sistemas funcionales. En el caso de las toxinas, pueden actuar 
directamente sobre el protoplasto o afectar la permeabilidad de las membranas y su 
funcionamiento. Los reguladores de crecimiento ejercen un efecto hormonal sobre las 
células y aumentan o disminuyen su capacidad para dividirse y crecer. Es probable que 
los polisacáridos sean importantes únicamente en las enfermedades vasculares, en los 
que interfieren con la translocacion del agua en las plantas.  (Agrios, G.N. 2005) 
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1.4 Modelo experimental. Dianthus caryophyllus L- 
Fusarium oxysporumf. sp.dianthi raza 2 
1.4.1  El hospedero: Clavel Dianthus caryophyllus L 
El clavel (Figura 1-1) es una planta herbácea perteneciente al género Dianthus y a la 
familia de las cariofiláceas, nativo del Mediterráneo, Dianthus caryophyllus L. es 
actualmente el origen de múltiples variedades obtenidas principalmente por 
cruzamientos.  
Figura 1-1: Flor del Clavel (Dianthus caryophyllus L.) . 
 
 
Su clasificacióntaxonómica es la siguiente:  
 
Super Reino: Eucariota 
Reino: vegetal 
Tipo: Fanerogama 
Subtipo: Angiosperma 
Phyllum: Dicotiledónea 
Clase: Centrospermales 
Familia: Caryphylaceae 
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Género: Dianthus 
Especie: Dianthus caryophyllus L 
Dianthus caryophyllus L. es una planta de tendencia rastrera, de tallos articulados y 
nudosos; de hojas lineales, opuestas, paralilenervias, de color verde claro, recubiertas 
por una capa cerosa. Sus flores son hermafroditas, frondosas, de gran vistosidad y están 
ubicadas al final del tallo (Gomez, L., 1999). Además, poseen características favorables 
para su comercialización como son la floración durante todo el año (Higuera, B.L.,2001). 
La reproducción del clavel se efectúa por semilla o por esquejes, siendo las primera la 
más utilizada para la obtención de nuevas variedades. La propagación por esquejes es el 
sistema más utilizado comercialmente, porque mantiene las características de la variedad 
y por el elevado número de esquejes que se obtienen de la planta madre (Ardila, 2006). 
Las condiciones climáticas de la sabana de Bogotá; 18 a 20 °C de día y 6 a 8°C por la 
noche, son las ideales para la producción del clavel, las que sumadas a otros factores, 
han permitido que el cultivo de esta flor sea una de los más importantes dentro de las 
flores de exportación de nuestro país (Pizano de M,M. ed 2000; Ardila, 2006).  
Uno de los problemas limitantes en la producción del clavel, es la enfermedad 
ocasionada por Fusarium oxysporum f.sp.dianthi, que desde 1975, en la sabana de 
Bogotá ha ocasionado pérdidas significativas, impulsando a los productores a utilizar 
suelos tratados y aplicar diversas medidas de control químico, generando un incremento 
en los costos de producción y contaminación ambiental. (Arbeláez 2000; Trujillo et al., 
2005). 
Ben-Yephet et al (1997), mediante experimentos de evaluación a respuesta a Fusarium 
oxysporumf. sp.dianthi en campos infectados a diferentes tiempos, empleando más de 
200 cultivares reportan que la resistencia que presenta la planta a la raza 2 del patógeno, 
es parcial y varía de acuerdo a las condiciones que se establezcan en el ensayo. En 
clavel la resistencia a F. oxysporum f.sp.dianthi, es poligénica, esto quiere decir que está 
determinada por muchos genes y esta se expresa cuando todos están en su forma 
heterocigota u homocigota dominante y la susceptibilidad se expresa si uno o más loci 
son homocigotos recesivos. 
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1.4.2  Importancia económica del clavel en Colombia 
El sector floricultor colombiano es el segundo exportador mundial de flores frescas 
cortadas después de Holanda, aunque también son importantes Kenia, Ecuador, China e 
Israel, los cuales compiten con Colombia. No obstante Colombia es el principal proveedor 
de flores a los Estados Unidos y el segundo de la Unión Europea. Está en la capacidad 
de exportar el 95% del total de la producción de flores, específicamente flores cortadas 
(rosas y claveles principalmente). El departamento de Antioquia es el segundo productor 
nacional de flores con una participación del 17%, después de la Sabana de Bogotá que 
participa con el 79% del total exportaciones. Hasta abril de 2013 se habían exportado 
desde Colombia a Estados Unidos 1.216.966.000 tallos de un total importado por ese 
país de 1.893.921.000, lo cual representa un crecimiento del 5,60% frente al mismo 
período del año anterior y una participación del 64,3%, mientras que en 2012 era de 
62,4%. Sin lugar a dudas Bogotá es el mayor exportador Colombiano de flores, con una 
contribución del 45,7%, mientras que Cundinamarca está en el segundo puesto con un 
36,82%; Antioquia en el tercer lugar tiene una participación del 17,24% 
(http://www.fenalcoantioquia.com/res/itemsTexto/recursos/no_20_floriculturafinal.pdf). 
1.4.3  El patógenoFusarium oxysporumf. sp. dianthi raza 
2 
Dentro de los hongos filamentosos el género Fusarium es, sin duda, uno de los más 
importantes. Fusarium agrupa especies que, generalmente, se encuentran en los suelos 
obteniendo los nutrientes del material orgánico y de las raíces de las plantas. El aporte 
de nutrientes del suelo suele desaparecer rápidamente debido a la presencia de 
numerosos microorganismos, por lo que, la mayoría de los hongos permanecen en 
estado durmiente mediante la formación de estructuras de resistencia. En el caso de 
Fusarium, algunas de sus especies forman clamidosporas, las cuales son estructuras de 
resistencia que solo en presencia de restos vegetales o raíces germinan (Price, 1984). 
Las clamidosporas pueden sobrevivir durante tiempos largos en condiciones poco 
favorables para el crecimiento del micelio. 
Fusarium oxysporum 
La clasificacióntaxonómica de Fusarium oxysporum f.sp dianthi (Fod) es 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi): 
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Super Reino: Eucariota 
Reino: Fungi 
Subreino: Dikarya 
Phylum: Ascomycota 
Subphylum: Pezizomycotina 
Clase: Sordariomycetes 
Subclase: Hypocreomycetidae 
Orden: Hypocreales 
Género: Fusarium 
Especie: oxysporum 
Forma especial: Fusarium oxysporumf. sp.dianthi 
 
Fusarium oxysporum (Fox) es un hongo de reproducción asexual, haploide y con 
distribución cosmopolita, cuyos aislamientos se encuentran en suelos desde los 
desérticos como el desierto de Sonora hasta las selvas tropicales, también en  tundras y 
bosques (Kistler, 2001), lo mismo que  en la mayoría de los suelos utilizados para la 
agricultura. Agrupa aislamientos tanto patogénicos como no patogénicos (Gordon y 
Okamoto, 1992). 
Este patógeno se caracteriza por producir colonias de rápido crecimiento, con una tasa 
diaria cercana a un centímetro en medio papa-dextrosa- agar (PDA) a 25°C. La 
morfología de las colonias es muy variable, se pueden encontrar dos tipos de colonias: 
una micelial caracterizada por la producción de abundante micelio  aéreo, algodonoso y 
pocas microconidias, y una de tipo pionotal (micelio plano y húmedo) con la formación de 
poco o ningún micelio aéreo y abundantes microconidias. La coloración de las colonias 
varía de blanco a rosado y en algunas ocasiones de púrpura a violeta dependiendo de la 
edad del cultivo (Figura 1-2).  
Sus formas patógenas se han estudiado durante más de cien años,  parasitan alrededor 
de 100 especies de plantas incluyendo gimnospermas y angiospermas (Armstrong y 
Armstrong, 1981), aunque cada aislamiento patógeno tiene un rango de especies 
huésped bastante estrecho. Tradicionalmente se han utilizados criterios morfológicos 
tales como la forma de los macroconidios, la estructura del microconidio y la formación y 
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disposición de las clamidosporas para definir esta especie. Aunque estos criterios hayan 
servido para definir la especie existe una gran variación tanto morfológica como 
fisiológica dentro de F. oxysporum, y es probable que la reciente acumulación de datos 
proporcionados por estudios moleculares provocarán una revisión en la taxonomía de la 
especie (Gordon y Martyn, 1997). 
Figura 1-2: Micelios de Fusarium oxysporumf. sp.dianthien medio Agar-Patata-Dextrosa 
(PDA). 
 
 
 
F. oxysporum es un colonizador agresivo y competitivo en comparación con otras 
especies de hongos filamentosos (Beckman, 1987), es capaz de penetrar en el tejido 
cortical externo de la raíz a través de las puntas de las raíces o de heridas. En esta 
primera fase se determina el éxito o fracaso del patógeno para entrar en el sistema 
vascular. En el caso de las cepas no patogénicas colonizan la raíz pero no 
desencadenan la enfermedad, debido al reforzamiento de algunas estructuras del tejido 
de la planta y la respuesta de defensa generadas por las mismas, lo que evita el ingreso 
del patógeno al sistema vascular (Beckman, 1987). Este proceso es el que ocurre 
cuando el hongo penetra dentro de un huésped no específico, en donde permanecerá y 
formará nuevas clamidosporas, aumentando su capacidad de persistencia en los suelos. 
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Cuando penetra en una planta susceptible se desencadena la siguiente fase del ciclo de 
vida parásita. El hongo invade el tejido xilemático y se extiende rápidamente mediante el 
crecimiento de las hifas y la producción de esporas, ya que, éstas pueden ser arrastradas 
a través  de los vasos de la planta con mayor facilidad. 
Existe controversia acerca de los mecanismos que desencadenan la aparición de los 
síntomas, ya que, pueden deberse a la obstrucción del sistema vascular de la planta, o 
bien, a la producción de toxinas (MacHardy y Beckman, 1981). Además numerosos 
factores ambientales tales como, la temperatura, la luz, la aireación y humedad del suelo, 
la presencia de calcio y nitrógeno, el pH y la microflora presente en el suelo son 
determinantes para que se desencadene la enfermedad. 
Dentro de F. oxysporum han sido descritas más de 70 formas especiales cada una de las 
cuales, la mayoría de las veces, presentan un rango de hospedadores restringido a unas 
pocas especies de un mismo género (Armstrong y Armstrong, 1981). 
En el año 2007 fue secuenciado el genoma del aislamiento Fox por el Broad Institute 
ubicado en  Cambridge - Estados Unidos 
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.html). Su 
secuencia presento un 90% de similitud con el genoma de F. verticillioides (Michielse et 
al, 2009). El tamaño del genoma se ha estimado en un rango de 18,1 a 51,5 Mb, con un 
número variable de cromosomas entre 7 a 14 los cuales incluyen plásmidos lineales 
ubicados en la mitocondrias. Aproximadamente el 5% del genoma está constituido por 
diferentes familias de elementos transponibles (Roncero et al., 2003). 
Bickerton (1942) y Guba (1945) observaron variación en la respuesta patológica de 
diferentes aislamientos de Fusarium oxysporumf. sp.dianthi al ser inoculados en distintas 
variedades de clavel y sugirieron la existencia de algunas razas fisiológicas del hongo. 
De igual forma, Garibaldi et al. (1986), propusieron la existencia de por lo menos ocho 
razas fisiológicas del patógeno. Según Arbeláez et al. (1999), la raza prevalente en el 
mundo y la más estudiada es la raza 2, las demás razas se han aislado principalmente 
en España, Italia y Francia. El estudio realizado por Arbeláez et al. (1999), 
serealizórecolección de plantas de clavel afectadas, procurando abarcar todas las zonas 
productoras de la Sabana de Bogotá, con el fin de identificar las razas del hongo 
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presentes y efectuar estudios microbiológicos e inoculaciones del patógeno en 
variedades diferenciales de clavel; encontrándose que  la respuesta de 68 variedades de 
clavel inoculadas, a  cuatro aislamientos de Fod diferentes a la raza 2, fue muy parecida. 
El resultado anterior  evidencia la poca variaciónpatológica del hongo en Colombia, que 
la mayor incidencia presentada por la raza 2 y la importancia de emplear  variedades 
altamente susceptibles al mayor número de razas del hongo cuando se desee determinar 
la patogenicidad de un aislamiento. 
Diversos autores mediante el estudio de isoformas, encontraron polimorfismo de algunas 
enzimas principalmente para la aril esterasa, por este método fue posible diferenciar 
especies de Fusarium, formas especiales y razas de Fusarium oxysporum (Belalcázar, 
1984; Katan et al., 1991). Con esta técnica, Biles y Martín (1988) observaron diferencias 
en las razas de Fusarium oxysporumf. sp.vasinfectum y Fusarium solani; igualmente, 
Bosland y Williams (1987) diferenciaron razas de Fusarium oxysporumf. sp. conglutinans. 
Estudios realizados en Colombia por Garcés de G. et al.(1992), encaminados a 
establecer la homogeneidad de las poblaciones de Fusarium oxysporumf. 
sp.dianthi(Fod)en la Sabana de Bogotá, por medio del análisis de patrones 
electroforéticos de proteínas solubles, determinaron la existencia de pequeñas 
diferencias dentro de las razas. Los patrones electroforéticos de la enzima aril- esterasa 
mostraron diferencias entre aislamientos de las razas 2, 1, 4 y 8 de Fusarium 
oxysporumf. sp.dianthi, así como entre los aislamientos de Fusarium oxysporumf. 
sp.lycopersici, Fusarium oxysporum no patogénico y Phialophora cinerescens. A su vez 
se evidencia polimorfismo de la enzima aril-esterasa, lo cual coincide con lo reportado 
por Belalcázar (1984) y  detectaron pocas diferencias entre aislamientos no patogénicos 
(Garcés de G. et al., 1999a). 
1.4.4  Ciclo de vida  Fusarium oxysporumf. sp.dianthi 
Fusarium oxysporum tiene un ciclo de vida complejo que podría dividirse en dos fases, 
una como parásito dentro de su huésped específico y otra de crecimiento saprofito. 
La fase saprofita empieza cuando los tejidos infectados de la planta comienzan a morir. 
El hongo produce clamidosporas, cuando los niveles de carbohidratos disminuyen en el 
tejido moribundo. Éstas son liberadas al suelo junto a restos de hifas cuando la planta 
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muere  (Beckman, 1987) (Figura 3 D). Dichas estructuras de resistencia sobreviven en 
forma durmiente durante largos períodos de tiempo ya que su capacidad para perdurar 
en el suelo en condiciones desfavorables y para el crecimiento del micelio es alta. La 
germinación de las clamidosporas, que se produce en presencia de restos vegetales o un 
huésped apropiado, puede ser un proceso rápido. Además, las clamidosporas 
germinadas son capaces de producir nuevas estructuras con reservas frescas lo que 
permite la persistencia en el suelo del patógeno. Este hecho dificulta la tarea de erradicar 
la enfermedad de los cultivos, por lo que, resulta de gran importancia el desarrollo de 
tratamientos y técnicas agrícolas para minimizar la presencia de inóculos en el suelo 
(Price, 1984). 
Si las condiciones fuesen favorables para el hongo, pueden germinar y el hongo 
comenzara su fase de vida parasita. Cuando germinan sobre residuos vegetales 
presentes en el suelo se produce el desarrollo de la fase parásita del hongo. Igualmente, 
ante la proximidad de raíces el estado de dormancia de las clamidosporas es 
interrumpido y el hongo coloniza la planta generando la infección del huésped o si el 
huésped no es el apropiado continúa en estado saprofito. La ultraestructura del proceso 
de infección ha sido documentada empleando como marcador  la proteína verde 
fluorescente (Figura 1-3). Después de la germinación, las hifas se adhieren a la raíz del 
huésped (Figura 1-3 A) y luego penetran directamente. El micelio avanza 
intercelularmente a través de la corteza de la raíz (Figura 1-3 B) hasta que alcanza los 
vasos del xilema y entra en estos. En este punto, el hongo se mantiene exclusivamente 
dentro de los vasos del xilema, empleando esta parte de la planta como vías para 
colonizar rápidamente al huésped. Esto se logra principalmente por la producción de las 
microconidias, que se transportan hacia la parte superior de la planta (Figura 1-3 C). Las 
microconidias eventualmente germinan y el micelio penetra en la pared superior de los 
vasos. Los síntomas de marchitez característicos aparecen como consecuencia de un 
grave estrés hídrico, principalmente debido a la obstrucción de los vasos. El 
marchitamiento es muy probablemente causado por una combinación de actividades del 
patógeno, como la acumulación de micelio fúngico y / o producción de toxinas y las 
respuestas de defensa del huésped (Di Pietro, et al 2003). 
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Figura 1-3Etapas durante la infección de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, visualizados 
con GFP (A) germinación y adhesión de hifas infectando la raíz. (B) crecimiento invasivo 
sobre la corteza de la raíz. (C) crecimiento de hifas dentro de los vasos del xilema y 
producción demicroconidias. (D) invasión del tejido de la planta moribundo y producción 
de clamidosporas. Tomado de (Di Pietro, et al 2003). 
 
1.4.5  La fusariosis del clavel 
Fusarium oxysporum f.sp. dianthirepresenta el más importante parasito fúngico que 
afecta las áreas que cultivan clavel (Dianthus caryophyllus L., Caryophyllaceae),  donde 
causa severas pérdidas en los cultivos a nivel mundial. (Pizano de M, M. ed 2000). 
El impacto de esta enfermedad en la producción del clavel en Colombia ha sido tal, que 
ha generado una disminución importante en su producción, ya que a pesar de contar con 
medidas de control, estas aumentan significativamente los costos de producción. Dicho 
aumento a su vez ha generado un ambiente favorable para el cultivo de otras flores, que 
se han incorporado exitosamente al comercio internacional y han desplazado al clavel del 
primer puesto en las exportaciones. Sin embargo, la producción de esta flor sigue siendo 
muy importante para el país, ubicándose como la segunda flor más sembrada que 
genera varios millones de dólares en exportaciones (Arbelaez, G.2006).  
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F. oxysporum f. sp.dianthiinfecta al clavel desde el suelo. El hongo penetra por la raíz de 
la planta colapsando los haces vasculares que adquieren tonos marrones (Figura 1-4). La 
falta de agua y nutrientes provoca el decaimiento de la planta y su muerte. La 
enfermedad progresa generalmente desde abajo hacia arriba. La marchitez aparece 
primero como un ligero aclaramiento del nervio en la parte exterior de las hojas basales. 
En plantas poco afectadas se observa que las hojas inferiores se amarillean y se secan, 
mientras las superiores no, pero cuanto más afectada está la planta menos hojas 
superiores quedan sanas. En los estados finales, el tallo muestra agrietamiento por la 
parte exterior y toma el aspecto de leña seca (Figura 1-5A y 1-5B). La enfermedad se 
caracteriza  por la aparición unilateral de los síntomas, en donde inicialmente la planta  
desarrolla un amarillamiento de las hojas seguido por el marchitamiento de las hojas 
base y un amarillamiento de las venas medias (Figura 1-5). 
Figura 1-4Tallo de clavel en el que se observa la invasión de los tejidos vasculares por 
Fusarium oxysporumf. sp.dianthi (http://donsgarden.co.uk/pests). 
 
En lo que respecta al sistema radicular al principio las raíces permanecen intactas, pero 
más tarde se pudren, y al arrancar la planta ésta se rompe por el cuello, quedando parte 
de las raíces en la tierra. En algunas plantas se observa una sintomatología algo 
diferente, que consiste en un decaimiento y curvatura inicial de la parte superior de la 
planta, seguida del marchitamiento de la planta completa (Figura 1-5C). 
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Figura 1-5 Sintomatología de la Fusariosis vascular del clavel: A: síntomas observados 
en plantas cultivadas en invernadero: B-C: síntomas observados en plantas cultivadas en 
cámara con condiciones de luz, temperatura y humedad controladas.(Tomado de 
Cabanás, C.G.L. 2012). 
 
La severidad de la enfermedad y las pérdidas económicas que genera, están gobernadas 
por varios aspectos importantes, entre los que se destacan, por parte de la planta: la 
resistencia de la variedad (completa, parcial o tolerante); por parte del patógeno, la raza 
fisiológica del hongo, su virulencia e infectividad, la cantidad de inoculo, y también 
factores ambientales, como  el fotoperiodo, la temperatura y el substrato utilizado para la 
siembra (Ben- Yephet, Y. y Shtienberg, D. 1997). El desarrollo de las técnicas de 
cruzamiento ha permitido encontrar algunos genotipos que presentan resistencia a la 
enfermedad (Ben-Yephet, Y. y col 1997). Sin embargo dichos genotipos han sido 
obtenidos por cruces inespecíficos de variedades, en donde los mecanismos bioquímicos 
de dicha resistencia no han sido estudiados y en donde al parecer las características 
genotípicas de dicha resistencia no son transmitidas en cruces posteriores. 
Fusarium oxysporumf. sp.dianthi es capaz de crecer en las paredes celulares del 
huésped produciendo su desorganización. Las hifas pueden producir la degradación de 
las paredes celulares a distancias de 15-30 µm lo que indica una producción de enzimas 
que degradan la lámina media y las paredes celulares primaria y secundaria (Charest, et 
al., 1983).  
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1.5 Pared celular de la planta 
Todos los patógenos interactúan con la pared celular de las plantas. Ésta provee una 
barrera física entre los patógenos y el interior de las células de las plantas. Los 
polisacáridos de alto peso molecular, componentes principales de la pared están 
enlazados por enlaces iónicos y covalentes dentro de una red que resiste la penetración 
física (Vorwerk et al., 2004). La pared celular (PC) no solo define la morfología de toda la 
planta sino que juega un papel fundamental en la comunicación entre células, en las 
señales que van de la pared al interior de la célula y en la protección. (Figura 1-6) Es una 
estructura altamente organizada (Fig 1-6) que puede contener diferentes carbohidratos 
como: celulosa, hemicelulosa y polisacáridos pécticos; así como, proteínas, lignina y 
sustancias incrustadas como cutina, suberina y compuestos inorgánicos. El primer paso 
para que un microorganismo patógeno tenga éxito, es la colonización de la planta por 
parte del parásito y para ello éstos deben atravesar la pared celular vegetal que es la 
primera barrera de defensa que tiene la planta. 
Figura 1-6Algunos componentes de la pared celular (Tomado de 
http://paulylab.berkeley.edu/research.html) 
 
Estado actual del tema 21
 
La composición de la pared celular varia de un tipo de célula a otra, de una especie a 
otra incluso entre una misma especie (Vorwerk et al., 2004). La estructura se puede 
clasificar en dos tipos: paredes primarias y secundarias. Las paredes primarias, formadas 
por las células en crecimiento y normalmente se considera  que están poco 
especializadas, por el contrario, las paredes secundarias, se sintetizan al final del 
crecimiento celular y pueden llegar a estar altamente especializadas en estructura y 
composición (Taíz, 2006). En general, la pared primaria se compone de un 25 % de 
celulosa, 25 % de hemicelulosa, 35 % de pectinas y entre 1% y 8% de proteínas 
estructurales. 
El componente principal de la pared secundaria es la lignina, una red compleja de 
compuestos fenólicos unidos por enlaces covalentes. Las fibras de las paredes celulares 
de plantas superiores están constituidas por polisacáridos de celulosa, compuesta por 
polímeros lineales de glucosa. Las hemicelulosas son un grupo heterogéneo de 
polisacáridos ramificados que se unen fuertemente entre sí a la superficie de cada 
microfibrilla de celulosa, facilitando la unión entre estas formando una red compleja. 
Coexistiendo con esta red están las pectinas, los cuales constituyen un grupo 
heterogéneo de polisacáridos ramificados que contienen numerosos residuos de ácido 
galacturonico, cargados negativamente, lo cual hace que estén muy hidratadas y 
asociadas a cationes. Por pectina se entiende generalmente las cadenas de 
poligalacturonicos metilesterificadas y que son capaces por sí solos de formar geles con 
azúcares, ácidos y otros compuestos como las sales de calcio. La protopectina es la 
molécula tal como se encuentra en las paredes celulares vegetales, interaccionando con 
otros polisacáridos estructurales y proteínas (Kashyap, et al., 2001).  
1.5.1  Papel de algunas enzimas que secretan los 
patógenos 
 
Las enzimas que degradan la pared celular (CWDE) son proteínas producidas por 
microorganismos saprófitos y patógenos como hongos, bacterias y nematodos (kapat et 
al. 1998). Dentro de las enzimas hidrolíticas que secretan hongos fitopatogenos están las 
celulasas, pectinasas, xilanasas y proteasas, la degradación de la pared celular por parte 
de dichas enzimas es esencial para los hongos patógenos, dado que al romper la 
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primera barrera defensiva de la planta, les va a permitir la penetración y expansión dentro 
de los tejidos vegetales. Además, gracias a esta degradación se liberaran nutrientes 
necesarios para el crecimiento del patógeno (De Lorenzo, 1997; Collmer y Keen 1986; 
Walton 1994; Vorwerk et al., 2004). Se ha propuesto que la depolimerizacion de la pared 
celular puede funcionar como señal que dispara varios procesos fisiológicos en las 
plantas como la inducción de la respuesta de defensa (Hématy et al., 2009; Silipo et al., 
2010).  
Las celulasas degradan la celulosa mediante la hidrolisis de enlaces glicosídicos, ya sea 
cortando en los extremos no reductores de la cadena, liberando unidades de glucosa o 
celubiosa (exoglucanasas o glicosidasas), o bien cortando en el interior de la cadena 
(endoglucanasas) (Ng, 2004). Las pectinasas son enzimas encargadas de depolimerizar 
la pectina que es el mayor componente de la pared celular, mediante la hidrolisis de los 
enlaces glicosídicos y éster-carboxílicos. Dentro de este grupo se encuentran: 1. Las 
pectin metil esterasas (PME), las cuales no afectan la longitud de la cadena, sino que 
alteran la solubilidad de las pectinas y la velocidad  a la cual pueden ser atacadas por los 
patógenos (Agrios, 2005); 2. Poligalacturonasas (PG), su acción puede ser endo o exo 
ejercida sobre homogalacturonanos; 3. Las pectin liasas (PL), rompen el enlace 
glicosidico α-1,4 en el dominio homogalacturonano de la pectina, formando residuos 
oligogalaturonidos 4,5 insaturados (Roncero et al., 2000). Las proteasas hidrolizan el 
enlace peptídico de las proteínas, sus posibles objetivos incluyen las glicoproteínas ricas 
en hidroxiprolina tales como las extensinas, las cuales juegan un papel clave en el 
autoensamblaje y extensión de la pared celular de la planta. La secreción de proteasas 
por parte del patógeno, sirve también para inactivar componentes de respuesta de la 
planta como quitinasas y β-1,3-glucanasas (Roncero et al., 2000).     
La importancia de las enzimas en la patogénesis y su papel en los procesos de 
colonización de la planta ha llevado al desarrollo de numerosos estudios. Se ha 
observado en cultivos “in vitro” con restos de paredes vegetales, que las primeras 
enzimas que degradan la pared celular producidas por los hongos son las enzimas 
pécticas, seguidas de las hemicelulasas y celulasas (De Lorenzo, 1997). La acción de 
estas enzimas, en especial de las poligalacturonasas, parece ser un requisito 
indispensable para que actúen las demás enzimas que degradan la PC. La 
Estado actual del tema 23
 
apariciónsecuencial de las CWDE podría tener su explicación en el hecho de que solo 
después de que hayan actuado las enzimas pécticas, la red de celulosa antes rodeada 
por la pectina pasaría a ser accesible y los inductores de celulasas y hemicelulasas 
serían liberados (De Lorenzo, 1997).  
1.5.2  Poligalacturonasas 
Las poligalacturonasas (PGs; EC 3.2.1.15) degradan el poligalacturonano presente en la 
pared celular de plantas por la hidrolisis de enlaces glicosídicos que unen los residuos de 
ácido galacturonico (Figura 1-7). Han sido clasificadas dentro de la familia 28 de glicosil 
hidrolasas, basados en la similaridad de secuencias (Henrissat1991). Dicha clasificación 
se encuentra en http://www.cazy.org/GH1.html. La familia 28 de glicosil hidrolasas CAZY 
GH_28 incluye enzimas con varias actividades: poligalacturonasa (EC 3.2.1.15); 
exopoligalacturonasa (EC 3.2.1.67); ramnogalacturonasa (EC no definido).Con el paso 
del tiempo el número de familias ha ido creciendo y actualmente se pueden ver las 
actualizaciones del sistema en el siguiente sitio http://afmb.cnrsmrs. 
fr/~pedro/CAZY/db.html (Henrissat y Davies, 2000). La mayoría de las PGs descritas en 
hongos son endopoligalacturonasas (ENDOPGs). Se han  caracterizado únicamente 5 
genes que codifican exopoligalacturonasas (EXOPGs) en hongos filamentosos: Fusarium 
oxysporum (Garcia-Maceira, et al., 2000), Aspergillus tubingensis (Kester, et al., 1996), 
Cochliobolus carbonum (Scott-Craig, et al., 1998), Aspergillus nidulans (GenBank. 
AY237304) y Botryotinia fuckeliana (GenBank AF145229). Se ha descrito la presencia de 
EXOPGs en otras especies de hongos como Penicillium frequentans (Dos, et al., 2002), 
Botrytis cinerea (Rha, et al., 2001) y A. niger (Sakamoto, et al., 2002). 
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Figura 1-7.Reaccion que cataliza la enzima poligalacturonasa (PGs; EC 3.2.1.15) 
 
Las EXOPGs fúngicas forman un grupo homogéneo y claramente separado de las 
ENDOPGs de hongos, lo que llevo a algunos autores a proponer que las EXOPGs están 
más cerca filogenéticamente de las PGs de plantas que de las ENDOPGs de hongos 
(Kester, et al., 1996). Esta separación puede tener cierta importancia biológica y reflejar 
el  papel diferente que desempeñan estas enzimas en la interacción entre el huésped y el 
patógeno. 
Los primeros estudios de poligalacturonasas se realizaron en cultivos “in vitro”, con el uso 
de técnicas como el isoelectroenfoque (IEF), en estos se puso de manifiesto la presencia 
de una gran cantidad de isoformas, lo mismo que el patrón de expresión de estas 
enzimas, el cual varía en función de las diferentes condiciones de cultivo y depende  del 
aislamiento, (Gutiérrez, A.H. 2004). Estas formas pueden diferir tanto en su estabilidad, 
actividad, pH optimo, la preferencia de sustrato y el tipo de oligosacáridos liberados. 
Asimismo, se ha sugerido que estas diferentes formas de una misma enzima podrían 
estar relacionadas con el rango de hospedadores que puede infectar el patógeno (De 
Lorenzo, 1997). 
Otro hecho a destacar es que los patrones de expresión determinados  “in vivo” de las 
PGs en parte no son idénticos a los observados “in vitro”. Este hecho ha sido 
documentado en un estudio comparativo de los patrones de expresión de la familia de 
genes de PGs de B. cinerea, en donde se ha observado que existen diferencias entre la 
expresión (Gutiérrez, A.H. 2004). Estos trabajos reflejan cómo influye en la regulación de 
las PGs  factores como el tipo de tejido del huésped, el estado de la infección y la 
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temperatura. Porque a pesar de las diferencias Wubben, et al., 1999 postulo, basándose 
en estudios realizados en cultivos in vitro, cuatro mecanismos de regulación que podrían 
contribuir a entender la expresión de estos genes en plantas infectadas. Estos son: 
expresión basal, inducción por monómeros de pectina, represión mediante glucosa y 
modulación de la expresión mediante el pH del medio. Los oligogalacturonicos liberados 
por la acción de las PGs en la hidrolisis de la pectina son de una gran importancia en el 
diálogo molecular que se establece durante el proceso de patogénesis. Se ha 
comprobado que juegan un papel fundamental como inductores  de  las enzimas pécticas 
del hongo, así como también de los sistemas de defensa de las plantas (Gutiérrez, A.H. 
2004). 
1.5.3  Pectato liasa 
La pectato liasa (PL; EC 4.2.2.2), cataliza la transeliminacion de pectato  que resulta en 
la formación de un ∆ 4,5 –insaturado con extremos no reductores (figura 1-8).  Estas 
enzimas requieren iones Ca2+, ya que son fuertemente inhibidas por agentes quelantes 
como EDTA (Pedrolli, D.B. et al 2009).   Además ha mostrado ser un factor importante de 
virulencia en patógenos bacteriales de plantas (Barras et al. 1994).  En hongos existen 
evidencias que sugieren  el papel que PL juega en la patogénesis, por ejemplo 
anticuerpos policlonales contra PL de Fusarium solani f.sp. pisi  reducen las lesiones 
sobre segmentos del epicotilo de guisantes  (Crawford and Kolattukudy 1987).  Un caso 
similar se presentó en los síntomas desarrollados por  Colletotrichum gloeosporioides 
sobre frutos de aguacate, los cuales fueron inhibidos por anticuerpos anti-PL  (Wattad et 
al. 1997).  Sin embargo  la interrupción del gen pelA de  F. solani f.sp. pisino afecto la 
virulencia de este patógeno (Bowen et al.1995).  Así el papel de las pectato liasas como 
agente causante de la enfermedad en plantas por hongos aún permanece incierto. 
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Figura 1-9. Estructura del Xilano (Tomado de Harris, D.A y Ramalingam,C. 2010) 
 
Las endo- β-1, 4-xilanasas  (1,4-β-D-xilan xilanohidrolasa; EC 3.2.1.8), escinde el enlace 
glicosídico en la cadena principal del xilano, (Figura 1-10). Las endoxilanasas se 
diferencian de acuerdo al producto final que libera después de la hidrolisis   del xilano 
(xilosa, xilobiosa y xilotriosa y arabinosa). Así pueden clasificarse como no 
desramificante (no libera arabinosa) o desramificante (libera arabinosa. Un solo hongo o 
bacteria es capaz de presentar varias endoxilanasas, en algunos casos dos o más 
actividades enzimáticas han sido analizadas por separado de un solo cultivo. Otras 
enzimas encargadas de degradar el xilano son las  β-xilosidasas  (EC 3.2.1.37), las exo-
α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), endo-1,5-α-L-arabinasa (EC 3.2.1.99), las 
acetilxilano esterasa (EC 3.1.1.6) y las α- Glucuronosidasas (EC 3.2.1.131) (Harris, D.A y 
Ramalingam, C. 2010) (Figura 1-10). 
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expresióndiferencial de endoxilanasas individuales durante la infección no es claro. Se 
especula que cada enzima contribuye a la infección y establece la enfermedad de una 
forma diferente y especializada, aunque sus funciones pueden sobreponerse  
parcialmente (Roncero et al 2000). 
1.5.5  Proteasas (Prt) 
El término proteasa o peptidasa, se utiliza para una clase de enzimas que hidrolizan 
enlaces peptídicos (CO-NH) (EC 3.4) (Yike 2011). Se dividen en dos subclases, 
endopeptidasas (EC. 3.4.21-24) y exopeptidasas (EC. 3.4.11-19). Las endopeptidasas 
rompen los enlaces peptídicos internos de la proteína y las exopeptidasas hidrolizan los 
enlaces peptídicos  de aquellos residuos aminoacídicos situados en uno de los extremos 
de la cadena principal (Mono, 2008). A su vez las exopeptidasas se subdividen en 
aminopeptidasas (reconocen el extremo amino terminal), carboxipeptidasas (escinden el 
extremo carboxi terminal), dipeptidasas (división de sustratos dipeptidicos) y dipeptidil- y 
tripeptidil-peptidasa que catalizan la escisión del N-terminal de dos o tres péptidos de una 
cadena polipeptidica. Por otra parte, las peptidasas pueden ser clasificadas en ácidas, 
alcalinas y neutras de acuerdo a su pH optimo (Yike, 2011). 
Los hongos filamentosos secretan una gran variedad de enzimas proteolíticas en el 
proceso de penetración y colonización a los tejidos de la planta, muchas de estas 
desempeñan un papel importante en nutrición o en la degradación de la pared celular, 
aunque también pueden desempeñar el papel de toxinas, elicitores, actuar en el 
procesamiento de zimógenos o  inducir necrosis (Batísh, 2003). 
Las proteasas se han propuesto como parte de la estrategia de invasión de algunos 
patógenos a las plantas. Fusarium sp. yMonilinia fructigena secretan proteasas ácidas en 
procesos de infección en semillas de maíz y frutos de manzana respectivamente. En 
ensayos de interacción hospedero-patógenoXanthomonas campestris produce una 
metaloproteasa y Erwinia caratovora subsp. Caratovora una proteasa extracelular 
denominada Prt1 (Batísh, 2003). 
Fusarium y otros hongos filamentosos producen diferentes proteasas, dependiendo de la 
especie, del medio de cultivo y el tejido del hospedero (Olivieri et al., 2002). Varias 
proteasas de Fusarium se han aislado y caracterizado (Ng 2004; Andrade- Barata et al., 
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2002). Pekkarinen et al., 2000-2003, demostró la presencia de proteasas secretadas por 
diferentes especies de Fusarium entre ellas F. culmorum, F. graminearum y F. poae en 
granos de cebada. Una serin proteasa alcalina secretada por Fusarium oxysporum var. 
Lini en un medio con gelatina como única fuente de nitrógeno mostro su máxima 
actividad a una temperatura de 45°C la cual disminuye rápidamente a 48°C y a un pH 
8,0, su actividad aumento en presencia de Ca2+ y Mg2+ (Barata, 2002). Olivieri et al., 
(2002) purifican y caracterizan una serin proteasa extracelular secretada por el 
patógenoFusarium solani f.sp. eumartii durante el proceso de infección en tubérculos de 
papa. Di pietro et al 2001 aislan un gen denominado prt1 a partir de F. oxysporumf. 
sp.lycopersici, que codifica para una serin proteasa extracelular. Una serin proteasa con 
masa molar de 28,7 kDa se aisló de Fusarium culmorum, esta requiere de un pH entre 
8,3-9,6 y una temperatura de 50 °C para una máxima actividad,  sin embargo su 
estabilidad a las condiciones mencionadas no se mantiene (Ng, 2004). En los últimos 
años se ha descrito la purificación y caracterización de nuevas proteasas fibrinolíticas, 
una de tipo serin proteasa producida por Fusarium sp. BLB (Ueda et al, 2007) y la otra de 
tipo serin metalo proteasa secretada por Fusarium sp. CPCC 480097 (Wu et al., 2009). 
Fusarium oxysporumf. sp.dianthi raza 2 secreto tres proteasas in vitro inducidas con 
pared celular, dos isoenzimas del tipo serin metalo proteasa y una serin proteasa (Leon, 
K. 2011). Muchas plantas producen inhibidores de proteasas (PI’s) los cuales son activos  
contra insectos y proteasas microbiales y raras veces contra proteasas de hongos. Sin 
embargo, en algunos casos en los que se ha efectuado disrupción del gen proteasa ha 
sido difícil establecer el papel de estas enzimas en enfermedades causadas por los 
hongos (Batish, 2003). Se ha propuesto que la actividad de  proteasas similar a la 
tripsina, específica para fitopatogenos, se correlaciona con la patogenicidad de hongos 
miceliales como Fusarium sp. (Dunavieskii et al, 2008). 
Al igual que en otros organismos, las proteasas desempeñan un papel importante en la 
fisiología, morfogénesis, la germinación, liberación de conidios y el metabolismo de los 
hongos. Participan en procesos como el catabolismo de las proteínas, aportan 
aminoácidos libres necesarios para la síntesis de nuevas proteínas, son responsables de 
la modificación postraduccional de proteínas por proteolisis en sitios muy específicos y la 
activación de zimógenos. La degradación selectiva de proteínas reguladas por el 
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complejo ubiquitina/proteosoma controlan aspectos claves del crecimiento, el desarrollo y 
la defensa (Yike, 2011). El papel de las proteasa en la liberación de conidios fue 
investigado por Phadatare et al (1992) y los resultados demostraron que la liberación de 
conidios depende del nivel de serin proteasas alcalinas en Conidiobulos coronatus (Yike, 
2011). 
1.6 Funciones biológicas de las enzimas 
poligalacturonasas, pectato liasas, xilanasas y proteasas 
en plantas. 
 
Varias de las enzimas pécticas que produce la planta, las utiliza en el remodelamiento y 
degradación de la pared celular. Para el caso de la proteasas las funciones biológicas en 
plantas se encuentran resumidas en la Figura 1-11.  Las proteasas  son reguladores 
claves de una sorprendente variedad de procesos biológicos, incluyendo meiosis, 
embriogénesis, formación  de la cubierta de la semilla, deposición de la cutícula, 
desarrollo del estoma, biogénesis del cloroplasto y respuesta sistémica de defensa local. 
Las proteasas se expresan específicamente en tiempos y espacios específicos y se 
acumulan en diferentes compartimientos  subcelulares. (Hoorn,  2008). 
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Figura 1-11. Resumen de las funciones biológicas de algunas proteasas en plantas. 
(Horn 2008). 
 
Las enzimas pécticas propias de las planta, se encargan de liberar oligogalacturonidos, 
los cuales constituyen una de las oligosacarinas más estudiadas. Dichos 
oligogalacturonidos se ha demostrado que  intervienen en la respuesta defensiva de las 
plantas, regulan diferentes procesos de crecimiento y desarrollo, tales como: la inhibición 
de la rizogénesis inducidos por auxina,estimulan la formación de flores y la morfogénesis 
de los explantes.La respuesta biológica  a los oligogalacturonidos se observa tanto en las 
plantas monocotiledoneas como en las dicotiledoneas. Dicha respuesta es intrínseca del 
tipo, la especie y variedad de planta, así mismo, depende de la estructura química del 
oligogalacturonido que se utilice (Oviedo, H.I. 2009) 
Los procesos que conllevan a la liberación de oligogalacturonidos durante la invasión de 
las células vegetales por los microorganismos patógenos y durante los procesos de 
crecimiento y desarrollo de los vegetales en condiciones normales se representan de 
modo esquemático en la Figura 1-12. Allí Aparecen resumidas las evidencias 
experimentales relacionadas con la interacción de estas oligosacarinas con la membrana 
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viento o  animales herbívoros. En una escala muy localizada, xilanasas de la planta 
pueden perforar agujeros en las paredes celulares, por ejemplo en la formación de placas 
de perforación  del xilema, placas de tamiz, floema y plasmodesmos, esta acción permite 
el transporte intercelular de la savia del xilema, sacarosa, y RNA, respectivamente. 
Concentraciones más altas de varios oligosacáridos de xiloglucano pueden promover la 
expansión de células (0,1-10 micras), y tales concentraciones están presentes en el 
apoplasto in vivo (Frankova, L y Fry, S.C. 2013). 
1.7 Importancia del uso del líquido de lavado intercelular 
(IFW) en estudios de interacción planta-patógeno. 
 
Las células de las plantas  constan de dos compartimentos separados por una 
membrana plasmática continua: (A) un compartimiento intracelular, conocido como el 
simplasto, espacio constituido por el citoplasma de las distintas células que presenta 
continuidad a través de los plasmodesmos (cada una de las unidades continuas de 
citoplasma que pueden atravesar las paredes celulares, manteniendo interconectadas las 
células continuas en organismos pluricelulares en los que existe pared celular), y (b) un 
compartimento extracelular, conocido como el apoplasto, compuesto de todas las 
paredes de las células, los espacios intercelulares, los células muertas vacías de tubos 
del xilema y el agua contenida en el mismo. Durante la interacción planta-patógeno, los 
componentes fúngicos y de la planta coexisten en la matriz y en el espacio intercelular 
del tejido de las plantas(Regalado. A.P., Ricardo. P.P. 1996). 
Aunque el apoplasto ocupa solo el 5% o menos del volumen de tejido de los órganos 
aéreos y la corteza de la raíz, es de gran importancia en las interacciones fitopatológicas, 
ya que   es el sitio donde muchos patógenos secretan sustancias con el objetivo de 
atacar y colonizar a su huésped, en respuesta a dicho ataque las plantas utilizan un gran 
arsenal de mecanismos inducibles para prevenir la colonización, muchas de las cuales se 
expresan en el apoplasto. Estos mecanismos implican la inducción de numerosos 
proteínas vegetales de defensa que comprenden (a) proteínas de la matriz extracelular 
que contribuyen al confinamiento de  patógenos, (b)  proteínas con propiedades 
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antimicrobianas, las cuales se secretan fundamentalmente hacia el espacio intercelular, 
(c) proteínas PR que representan los mayores cambios cuantitativos en proteínas 
solubles durante la respuesta de defensa, d) así como la transmisión de señales 
(Regalado. A.P., Ricardo. P.P. 1996).  
El fluido intercelular es parte del apoplasto de la célula y es el lugar por donde los 
patógenos comienzan frecuentemente la colonización de la planta. Se conoce que a 
través de este fluido tienen lugar procesos como respuesta de defensa de la planta ante 
condiciones de estrés y frente a microorganismos, los cuales incluyen la síntesis de 
proteínas con propiedades antimicrobianas, las cuales se secretan fundamentalmente 
hacia el espacio intercelular así como la transmisión de señales (Milady et al 
2006).Adicionalmente se ha reportado que fitopatogenos fúngicos secretan en este 
espacio un amplio rango de enzimas hidrolíticas como son celulasas, pectinasas, 
xilanasas y proteasas las cuales están involucradas en la penetración y colonización del 
tejido de las plantas durante la infección. 
La estrategia para la obtención de fluido intercelular puede ser aplicada en tallos, hojas o 
raíces, de plantas sanas e infectadas, este tipo de extracto puede proveer información 
acerca de las sustancias de la pared celular y el ambiente extracelular.  El fluido 
intercelular ha sido usado en diversos estudios de interacción planta-hongo: Identificación 
de serin proteasas  (Olivieri et al 1998), determinación de actividad proteolítica y 
poligalacturonasa (Olivieri. Et al 2004),  detección de fitoalexinas  en fluidos intercelulares 
de hojas infectadas de avena con Puccinia coronataf. sp.avenae (Mayama et al. 1982). 
Una importante demostración de la utilidad de este fluido en los estudios sobre la 
especificidad en la interacción C. fulvum /  tomate, mostro como que en el fluido 
intercelular de las interacciones compatibles contenía efectores,  inductores de clorosis y 
necrosis (De Wit y Spikman 1982).  Rodríguez et al. 2006 extrajeron y caracterizaron 
proteínas  del fluido intercelular involucradas en los procesos de patogénesis en el 
modelo Musa-Mycosphaerella fijiensis. Fink et al 1988 estudiaron la función de quitinasas 
y β-1,3-glucanasas extracelulares en hojas de avena, sus resultados indicaron que  
ambas enzimas juegan un papel especial en el proceso de patogénesis. Mientras 
Shenton et al 2012 ajusto un protocolo para la extracción de fluido de lavado intercelular 
en hojas infectadas con Magnaporthe oryzae para realizar un análisis proteomico, e 
identificar varias proteínas asociadas con interacciones compatibles e incompatibles con 
el patógeno.  
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1.8 PCR en tiempo real en plantas 
La técnica de PCR en tiempo real permite la detección de un ácido nucleico específico de 
una forma rápida, específica y muy sensible, en comparación con otras técnicas. 
Además, de una cuantificación absoluta de la  secuencia que se desea analizar. Los 
métodos clásicos para la detección de patógenos requieren un trabajo intenso en el  
cultivo y  test de patogenicidad en el tejido que se desee analizar. Sin embargo, la 
técnica de qPCR ha permitido la detección cuantitativa de  R. solanacearum de una 
forma rápida y segura, proporcionando un ensayo alternativo que se podría implementar 
a gran escala. Brouwer et al. (2003) implemento un test qPCR para cuantificar diversos 
patógenos en Arabidopsis y demostró que esta es una alternativa a los métodos clásicos 
de detección (Gachon et al 2004). 
 
Gao et al (2004) detectaron y cuantificaron por primer vez Fusarium solanif. sp..glycines 
en raíces de soya empleando cuantificación relativa, mediante PCR en tiempo real, 
usando el método comparativo del ciclo umbral (Ct) para cuantificar el DNA de un 
patógeno en planta relativo al DNA de su huésped. Esta técnica también ha sido 
empleada para analizar la expresión de genes que codifican enzimas modificadoras de la 
pared celular, dichas enzimas fueron  analizadas durante el crecimiento, maduración y 
senescencia en frutos de pera (Pyrus communis L.). Se determinó la asociación de la 
expansina  2 en el mantenimiento de la pared celular durante el desarrollo y la 
maduración, mientras que la expansina 1, poligalacturonasa, β-galactosidasa y la β-
xilosidasa estaban relacionadas con el desmontaje y ablandamiento de la pared 
(Fonseca et al 2005). 
 
Por otra parte Fernández et al (2010) presentaron una mejora de la prueba específica 
para identificar  F. oxysporum a través de PCR desarrollado por Mishra et al. (2003), en 
dicho estudio se emplearon ensayos de PCR en tiempo real para la identificación y 
cuantificación de ADN  de F. oxysporum en diferentes tejidos de la planta y en suelo. 
Además se evaluaron diferentes cepas de F. oxysporum, en diferentes huésped, tejidos 
del huésped, y se mostró la aplicabilidad del ensayo qPCR para estudios de poblaciones 
de F. oxysporum 
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2. Objetivos 
2.1 Objetivo general 
Estudiar algunos parámetros bioquímicos y moleculares relacionados con la secreción de 
ciertas enzimas degradadoras de la pared celular, en el modelo huésped patógeno, 
clavel- Fusarium oxysporum f.sp.dianthi.  
2.2 Objetivos específicos 
• Puesta a punto de un método para la extracción de las enzimas hidrolíticas 
secretadas por el patógenoFusarium oxysporum f.sp. dianthi en plantas de clavel.  
 
• Evaluar e identificar diferencias en los patrones electroforéticos de las enzimas de 
la planta y las secretadas por el hongo mediante zimograma. 
 
 
• Determinar los niveles de expresión de algunas enzimas secretadas por Fusarium 
oxysporum f.sp. dianthi en la planta utilizando variedades con diferentes niveles 
de resistencia delpatógeno.  
 
• Determinar los niveles de transcripción de las enzimas seleccionadas para los 
ensayos de actividad, empleando variedades con diferentes niveles de resistencia 
a Fusarium oxysporum f.sp. dianthi.  
 
• Relacionar los niveles de expresión y transcripción de las enzimas seleccionadas 
que son secretadas por el patógeno con el avance de la enfermedad. 
 

  
 
3. Materiales y métodos 
3.1 Lugar de trabajo 
La investigación fue desarrollada en las instalaciones del laboratorio de estudios de 
actividades metabólicas del Departamento de Química de la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Bogotá.  
3.2 Material biológico 
3.2.1 Material vegetal 
Se emplearon raíces de  esquejes de clavel de 3 semanas de enraizamiento. Las 
variedades usadas fueron la variedad Moonlight cuyo nivel de resistencia es medio  
(Patente No US PP21,596 P2) y variedad Golem con nivel alto de resistencia al 
marchitamiento vascular, de acuerdo con la información suministrada por la empresa 
floricultora QFC-SAS (Gachancipá) que además suministro el material vegetal 
3.2.2 Microorganismo 
Se utilizó el aislamiento del hongo Fusarium oxysporum f. sp.dianthi(Fod), proveniente de 
plantas de clavel con la sintomatología típica de marchitamiento vascular; donado por la 
empresa América Flor S.A. El aislamiento, fue conservado in vitro en placas de Agar 
Papa-Dextrosa (PDA), a temperatura entre 18 a 20°C hasta saturación superficial. Para 
la preparación del inoculo, el micelio de Fusarium oxysporum f.sp dianthi, se propagó en 
medio líquido Czapek-Dox-Broth a 25 °C y en agitación durante 8 días. Cumplido este 
periodo, éste se filtró en condiciones asépticas para retirar el micelio del sobrenadante y 
se llevó a una concentración 1x106 conidias/ mL (por conteo con el hemocitometro). Esta 
suspensión fue utilizada para la inoculación del material vegetal. 
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3.3 Selección de un método para realizar la 
extracción de las enzimas presentes en 
raíces de clavel. 
Para la extracción del fluido intercelular fueron evaluadas dos metodologías Olivieri 
(1998) y Van Pelt-Heerschap (1999). En la extracción de las enzimas contenidas en el  
espacio intracelular (tejido vegetal sobrante de la extracción del fluido intercelular) y de 
un extracto crudo (tejido total)  se emplearon 3 tratamientos: uno para la eliminación de 
compuestos fenólicos interferentes, como es la formación de polvos de acetona (AC), 
otro la extracción con buffer fosfato 100 mM pH 6,5 utilizando polivinilpolipirrolidona 
(PVP) (Mazzafera y Robinson, 2000) y un tercero utilizando únicamente  buffer fosfato de 
sodio100 mM pH 6,5.Para la puesta a punto de las metodologías descritas a continuación 
se emplearon raíces de esquejes de la variedad Moonlight sin infectar. 
Figura 3-1. Esquema del procedimiento seguido para la selección de un método de 
extracción de enzimas presentes en los diferentes espacios de raíces de clavel. 
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3.3.1 Metodología para extraer el fluido de lavado 
intercelular (IFW) 
Se ensayaron dos métodos para la extracción del  fluido de lavado intercelular: Olivieri 
(1998) y Van Pelt-Heerschap (1999). Para desarrollar el primer procedimiento de Van 
Pelt-Heerschap (1999), el cual se denominó fluido intercelular sin vacío (IFW-SV) , se 
partió de 2,5 g de raíces de clavel sin infectar ,  se lavaron y cortaron en piezas de 0,5 a 
1 cm3, el tejido fue colocado en un tubo de centrifuga (Figura 3-2 A), se lavó con 5mL de  
buffer tris-HCl 50 mM pH 7,5  y se centrifugó 20 min a 2000 x g, El segundo 
procedimiento empleado Olivieri (1998), denominado fluido intercelular con vacío (IFW-
CV) ver Figura 3-2 B, fue similar al descrito anteriormente, con las siguientes 
modificaciones: el tejido se sumergió en 5 mL  de buffer Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 0,6 M 
NaCl y 0,1% (v/v) 2-mercaptoetanol y se sometió a vacío durante 3 periodos de 10 
segundos, separados por intervalos de 30 segundos, luego se secó sobre papel filtro, se 
colocó en un tubo y se centrifugo por 20 min a 3000 x g. En las dos metodologías  las 
muestras recogidas fueron almacenadas a -20°C para  cuantificar proteína y realizar 
ensayos de actividad. Hay que tener en cuenta que el tratamiento seleccionado para la 
extracción del fluido intercelular, será empleado posteriormente en la selección del tipo 
de extracto donde se estudiaran todas las enzimas, allí al Fluido de lavado intercelular 
(IFW) se le asignan diferentes nombres (IFW, IFWPVP e IFWAC), debido a que el 
residuo de la raíz luego de extraer el fluido  se sometió a 3 metodologías diferentes 
:tratamiento con buffer fosfato, tratamiento con buffer fosfato más polivinilpolipirrolidona y 
tratamiento previo con polvos de acetona. Se aclara que a pesar de recibir nombres 
diferentes la extracción del IFW se realizó con el mismo tratamiento. 
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Figura 3-2. Montaje empleado para facilitar la extracción del fluido intercelular A. 
dispositivo diseñado en tubo de centrifuga  B. tratamiento con vacío 
 
3.3.1.1 Determinación de la actividad α-
manosidasa en el fluido de lavado 
intercelular (IFW) 
La enzima α-manosidasa (EC 3.2.1.24) se utilizó  para verificar si con la extracción  del 
fluido de lavado intercelular (IFW-SV e IFW-CV) no se ocasiona ruptura de la célula. Para 
medir su actividad se empleó un ensayo descrito por  (Boller y Kende 1979). 100 µL del 
sustrato p-nitrofenol-α-manopiranosido a una concentración de 5mM se disolvió en buffer 
acetato 0,01M pH 4,0, incubado con 20 µL de los extractos de IFW y EIn por 2 horas a 
37°C. La reacción se detuvo con 1,1 mL de Na2CO3 0,2 M y se leyó a 420 nm. Una 
unidad de actividad equivale a una nmol de p-nitrofenol liberado por minuto. Una unidad 
de actividad se definió como un incremento con respecto al blanco de 0,01 unidades de 
absorbancia a 420 nm por minuto por mL de mezcla de reacción en las condiciones del 
ensayo. 
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3.3.2 Obtención de extracto intracelular (EIn) 
Para la obtención del contenido intracelular, se ensayaron  tres metodologías: Un 
tratamiento sencillo con solución buffer (3.3.2.1) (Ardila 2005), otro con tratamiento previo 
usando polivinilpirrolidona (3.3.2.2) (Gregory 2008). Y finalmente uno en donde se 
emplea un tratamiento previo con polvos de acetona (3.3.2.3) (Ardila 2007), estas 
metodologías se describen a continuación.  
3.3.2.1 Obtención del extracto 
intracelular usando buffer fosfato (EIn) 
2,5 gramos de raíces, fueron tratados con nitrógeno líquido. Una vez triturado el material 
vegetal, fue disuelto en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5 en relación 1:2. Se mantuvo en 
agitación sobre hielo por 1 hora y se centrifugó a 11.000xg por 30 min. Al sobrenadante 
que contiene las enzimas intracelulares extraídas, se le realizó diálisis, se congeló a -20 
ºC y se utilizó posteriormente para determinar las actividades enzimáticas y el contenido 
de proteína. 
3.3.2.2 Obtención del extracto 
intracelular usando buffer fosfato más 
polivinilpolipirrolidona (EInPVP) 
Luego de realizar la ruptura celular con nitrógeno líquido, el tejido resultante fue disuelto 
en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5 que contenía polivinilpirrolidona al 1% y NaCl 1M 
(Gregory 2008) en relación 1:2. Se incubó  sobre hielo con agitación por 1 hora, se 
centrifugó a 11.000 x g por 30 min. Al sobrenadante que contiene las enzimas 
intracelulares extraídas, se le realizó diálisis, congeló a -20 ºC y se utilizó posteriormente 
para determinar la actividad enzimática. 
3.3.2.3 Obtención del extracto 
intracelular con tratamiento previo 
con polvos de acetona (EInAC) 
Luego de extraer el IFW, el material vegetal sobrante se trató con nitrógeno líquido, se 
lavó  tres veces con acetona a -20°C, se disolvió en buffer fosfatos 100 mM pH 6,5 en 
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relación 1:2. Se mantuvo en agitación sobre hielo por 1 hora y se centrifugó a 11.000 g 
por 30 min (Ardila 2007). El sobrenadante que contiene las enzimas intracelulares 
extraídas, se congeló a -20 ºC y se utilizó posteriormente para determinar las actividades 
enzimáticas. 
A cada tratamiento (3.3.2.1, 3.3.2.2 y 3.3.2.3) se le realizaron 4 réplicas, a los extractos 
intracelulares extraídos se les eliminaron los compuestos de bajo peso molecular, 
mediante microdialisis a 4°C, usando buffer fosfatos 10 mM pH 6,5 se realizaron tres 
cambios cada uno de 2 horas. 
3.3.3 Obtención extractos crudos (EC) 
Para obtener los extractos totales que serán denominados extracto crudo tratado con 
buffer fosfatos (EC), extracto crudo  tratado con buffer fosfatos más polivinilpolipirrolidona 
(ECPVP) y extracto crudo con tratamiento previo con polvos de acetonas (ECAC) se 
utilizaron las metodologías 3.3.2.1, 3.3.2.2 y 3.3.2.3, la diferencia radicó en que para este 
extracto se utilizó todo el tejido vegetal sin extraer el fluido intercelular. 
3.3.4 Cuantificación de proteína 
La cuantificación de proteína soluble en las muestras extraídas, se llevó a cabo mediante 
la técnica de Bradford linealizado por (Zor y Sellinger 1996), realizando lecturas de 
absorbancia a dos longitudes de onda 590 y 450 nm. El colorante azul de Coomasie G-
250 se une a las moléculas de proteína en pH ácido de dos formas: el grupo 
trifenilmetano se une a las estructuras no polares de la proteína y los grupos sulfonatos 
anionicos interactúan con las cadenas laterales catiónicas de los residuos de arginina y 
lisina. El cambio de color producido, proporciona una medida del total de proteínas que 
es muy sensible en el caso de la albumina y proteínas globulares (Grimsley et al., 2003). 
Para la curva de calibración se preparó una soluciónpatrón de  1mg/mL de BSA y se 
realizó la curva con concentraciones entre 1-15 µg de proteína (Anexo A). Se tomaron 20 
µL de cada uno de los extractos obtenidos y 500 µL de reactivo de Bradford, la mezcla se 
incubo a temperatura ambiente por 15 min y se leyó la muestra a 450 y 590 nm.  
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3.3.5 Ensayos de actividad para las enzimas 
propuestas 
3.3.5.1 Determinación de actividad 
proteasa (Prt) (EC 3.4) 
Se empleó la técnica descrita por Hübner (Márquez et al., 2007). Esta se basa en la 
determinación de aminoácidos aromáticos de los péptidos liberados en la  hidrólisis de la 
caseína. Se tomaron 100 µL de extracto crudo y 400 µL de caseína al 0,1 % disuelta en 
buffer Tris-HCl 0,01 M pH 8. La mezcla se incubó a 50°C por 30 min, y se detuvo la 
reacción con 1 mL de ácido tricloroacético (ATA) al 10%. Se centrifugó por 5 min a 
10.000 rpm a temperatura ambiente. Se midió la absorbancia del sobrenadante a 280 
nm. El blanco enzima-sustrato, se preparó adicionando al extracto enzimático que 
contenía el sustrato 1 mL de ATA al 10 % y se realizó el mismo tratamiento. Cada ensayo 
se realizó por quintuplicado  
La unidad de actividad se definió como la cantidad de enzima que cataliza la formación 
de un nanomol de tirosina por segundo  (nKat) en las condiciones de la reacción. Para 
poder cuantificarla se realizó una curva de calibración empleando L-tirosina como patrón 
en concentraciones de 0 a 180 µg/mL (Anexo B).   
3.3.5.2 Determinación de actividad 
pectato liasa (PL) (EC 4.2.2.2) 
El ensayo de actividad se realizó midiendo directamente el incremento en la absorbancia 
a 232 nm (£m=4600 L/mol*cm) producido por la liberación de urónidos insaturados. 100 
µL del extracto en el que está presente la enzima y 700 µL de ácido poligalacturonico 
(APG) 0.1%, preparado en tris-HCl 0,1 M pH 8,5 con CaCl2 0,5 mM fueron incubados a 
37°C por 1 hora (Parra, 2001). La unidad de actividad PL fue definida como las 
nanomoles de ácido poligalacturónico (APG) insaturado/s .mL de proteína (nKat/mL). Los 
ensayos fueron realizados cinco veces. 
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3.3.5.3 Determinación de actividad 
poligalacturonasa (PG) (EC 3.2.1.15) 
Para la cuantificación de los azúcares reductores obtenidos como productos de hidrolisis 
de la enzima poligalacturonasa sobre el sustrato ácido poligalacturónico (APG), se 
empleó el método de Nelson-Somogyi. La cuantificación de los azúcares liberados se 
realizó por medio de una curva de calibración, usando como patrón glucosa en el rango 
de 0- 30 µg/mL (Anexo C) (Nelson, 1944; Somogyi, 1954; Parra, 2001). Este método se 
basa en la reduccióndel ion cuproso para producir óxido de cobre y la oxidación de 
grupos aldehídos producidos por la hidrolisis del ácido poligalacturónico, debido a la 
ruptura de los enlaces glicosídicos. Luego la cantidad de óxido se cuantificó por la acción 
del ácido arsenomolíbdico, el cual es cuantitativamente reducido a ácido 
arsenomolibdoso, cuya coloración se detecta a 500 nm (Di Pietro, 1996; Tagawa, 1988; 
Gomez, 2000).  
La medida de actividad de la enzima poligalacturonasa se realizó usando la siguiente 
mezcla de reacción: 100 µL de extracto enzimático, 250 µL de  ácido poligalacturónico 
(APG) 0.3% en ácido acético-acetato de sodio 0,1 M pH 5,0, la mezcla de reacción fue 
incubada a 30 °C por 1 hora (Parra 2001). La unidad de actividad PG fue definida como 
nanomoles de azúcares reductores generados por segundo/mL (nKat/mL). Los ensayos 
fueron realizados cinco veces.  
3.3.5.4 Determinación de actividad 
xilanasa (XL) (EC 3.2.1.8) 
La cuantificación de los azúcares reductores obtenidos como productos de hidrólisis de la 
enzima xilanasa sobre el sustrato xilano de madera de abedul, al igual que en el caso 
anterior se empleó el método de Nelson-Somogyi. Se realizó, para la cuantificación, una 
curva de calibración, usando como patrón xilosa en el rango de 0- 500 µg/mL (Anexo D) 
(Nelson, 1944; Somogyi, 1954; Parra, 2001,Di Pietro, 1996; Tagawa, 1988; Gómez, 
2000).  Para la medida de actividad de la enzima xilanasa se tomaron como condiciones 
iniciales las siguientes: 100 µL de extracto enzimático y 250 µL de 0,5% xilano de 
madera de abedul en Buffer Borato/HCl 100 mM pH 9,0, dicha mezcla fue incubada a 45 
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°C por 20 minutos. La unidad de actividad XL fue definida como nanomoles de azúcares 
reductores generados/mL (nKat/mL). Los ensayos fueron realizados cinco veces.  
3.3.6 Estadística 
El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo mediante un análisis sencillo de 
varianza (Anova) empleando un procedimiento de diferencia mínima significativa (LSD) 
de Fisher con ayuda de la herramienta statgraphics centurion. 
3.4 Identificación de diferencias en 
patrones electroforéticos entre las 
enzimas secretadas por el hongo y las 
de la planta mediante zimograma para 
cada una de las enzimas de estudio. 
3.4.1 Extracción pared celular (PC) 
Se lavaron y secaron las raíces de los esquejes de clavel de la variedad susceptible 
(Moonlight) al marchitamiento vascular. Se realizó la ruptura celular  con N2 líquido 
aproximadamente 7  veces, posteriormente se lavó tres veces con buffer fosfatos 0,01 M 
pH 7,0 (1 g raíz/ 5mL de Buffer) y se centrifugó a 6000 rpm a 4°C durante 20 minutos. El 
residuo se lavó con SDS al 1% (5 g de residuo /4mL SDS) y se centrifugó a 6000 rpm por 
15 minutos a 18°C. Finalmente se realizaron cuatro lavados con agua desionizada. El 
producto se secó a 35°C (Li, 1998). 
3.4.2 Inducción de las actividades proteasa, 
poligalacturonasa, pectato liasa y xilanasa 
secretadas por Fod. Extracción de estas 
enzimas en la planta. 
El ensayo se llevó a cabo en erlenmeyeres de 50 mL que contenían 15 mL de caldo de 
papa estéril al 25% p/v, más el inductor al 0,2%, a estos se le agrego el inoculo Fod 
conservado en PDA. Como inductor para las enzimas pectato liasa, xilanasa y proteasa 
se usó PC previamente esterilizada mediante tratamiento con  luz ultravioleta, extraída de 
raíz de clavel de la variedad Moonlight  y para la poligalacturonasa se utilizó pectina de 
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manzana. Como control se empleó el medio inoculado con Fod sin la adición de PC. Los 
tiempos de inducción para cada una de las enzimas estaban previamente establecidos y 
se reportan en la tabla 3-1. 
Tabla 3-1:Tiempos de inducción determinados mediante ensayos in vitro, para la 
secreción de las enzimas implicadas en el estudio por Fod. 
Enzima Inductor Tiempo (días) Referencia 
Proteasa PC 7 
Rodríguez. K.L 
2011 
 
Pectato Liasa PC 9 
Gómez. G.L, 
Martínez. S.T. 
2005 
Poligalacturonasa Pectina 7 
Gómez. G.L, 
Martínez. S.T. 
2005 
Xilanasa PC 3 Martínez, S.T 2012 
 
Una vez finalizado el tiempo de inducción respectivo, los erlenmeyers se centrifugaron a 
6000 rpm durante 20 minutos 4°C. El sobrenadante que constituye el extracto crudo del 
hongo fue concentrado y desalinizado mediante Amicon Ultra 10K y se empleó para 
determinar la actividad de cada una de las enzimas según  el caso (3.3.5.1, 3.3.5.2, 
3.3.5.3, y 3.3.5.4). 
Una vez verificada la actividad de cada una de las enzimas en los extractos obtenidos, se 
realizó una electroforesis SDS-PAGE al 12% para el gel separador y al 5% para el gel 
concentrador, la cantidad de muestras sembrada fueron 2 µg de proteína por cada carril.  
El gel se corrió a 120 V para el gel concentrador y 100 V para el gel separador. La mitad 
del gel se tiño con silver blue y la otra mitad del gel  con tinción específica para cada una 
de las enzimas. Para el análisis de las enzimas de la planta se empleó el fluido 
intercelular, extracto intracelular y extracto total (3.3.1, 3.3.2.1 y 3.3.3.1) 
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3.4.3 Zimograma con tinción específica para 
proteasa. 
La mitad del gel obtenido por SDS-PAGE se incubó en una solución de caseína al 2% en 
Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 durante 20 minutos para permitir la difusión del sustrato en el gel. 
Luego se llevó  a 37°C por 90 minutos con el fin de permitir la acción de la enzima sobre 
el sustrato. Finalmente el gel se tiñó con silver blue toda la noche, se decoloró con una 
solución de ácido acético 5% (v/v) y sucesivos lavados con H2O desionizada. La 
actividad proteolítica se evidenció como una banda traslúcida en el gel coloreado (Olivieri 
et al.,2004).  
3.4.4 Zimograma con tinción específica para 
pectato liasa. 
La mitad del gel obtenido por SDS-PAGE se incubó en una solución de  Triton X-100 al 
2,5 % por 10 minutos , se lavó y luego se sumergió con Tris-HCl 50  mM, pH 8,5 con 0,5 
mM de CaCl2 y APG al 0,1% durante 30 minutos para permitir la difusión del sustrato en 
el gel. Luego se llevó  a 37°C por 1 hora con el fin de permitir la acción de la enzima 
sobre el sustrato. Finalmente el gel se tiñó con rojo de rutenio toda la noche, se decoloró 
con una solución de ácido acético 5% (v/v) y lavados sucesivos con H2O desionizada. La 
actividad pectato liasa se evidenció como una banda traslúcida en el gel coloreado (Xiao 
et al 2008). 
3.4.5 Zimograma con tinción específica para 
poligalacturonasa. 
La mitad del gel obtenido por SDS-PAGE se incubó en una solución de  Triton X-100 al 
2,5 % por 10 minutos, se sumergió en  ácido acético-acetato 75 mM pH 5,0, EDTA 7,5 
mM, NaCl 0,5 M y APG al 0,1% durante 30 minutos para permitir la difusión del sustrato 
en el gel. Luego se llevó  a 37°C por 1 hora con el fin de permitir la acción de la enzima 
sobre el sustrato. Finalmente el gel se tiño con rojo de rutenio toda la noche, se decoloro 
con una solución de ácido acético 5% (v/v) y lavados sucesivos con H2O desionizada. La 
actividad poligalacturonasa se evidencio como una banda traslúcida en gel coloreado. 
Dicho procedimiento fue adaptado de (Xiao et al 2008). 
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3.4.6 Zimograma con tinción específica para xilanasa. 
La mitad del gel obtenido por SDS-PAGE previamente elaborado con xilano de madera 
de abedul al 0,1%, se incubó con isopropanol al 25% durante 5 minutos con agitación, se 
lavó 4 veces por 30 minutos a 4°C en ácido acético-acetato 0,1 M pH 5,5. Luego se llevó 
a 50°C por 1 hora. Finalmente se tiño con rojo congo por 30 minutos a temperatura 
ambiente, se lavó con NaCl 1M y se realizaron  lavados sucesivos con H2O desionizada. 
La actividad xilanasa se evidenció como una banda traslúcida en gel coloreado 
(Nakamura. S. et al 1995).  
3.5 Ensayo “in vivo” para determinar los 
niveles de enzimas secretadas por el 
patógeno en raíces de clavel. 
El material emeplado para el ensayo se describe en 3.2.1, las variedades empleadas con 
diferente nivel de resistencia al patógeno se denominan Moonlight y Golem. La primera 
de estas presenta un nivel de resistencia medio frente al patógeno, mientras que la 
segunda variedad (Golem) es resistente. Para el ensayo se utilizó un diseño de bloques 
al aleatorio, en donde se contaba con 4 tratamientos que comprendían  dos  controles sin 
inocular y dos inoculados con el patógeno para cada variedad. En total se utilizaron 540 
esquejes, de cada una de las variedades. 30 esquejes fueron sembrados en recipientes 
que contenían como sustrato, una mezcla de suelo y cascarilla de arroz libre de 
patógenos ya que fue previamente esterilizado, mezclados en la misma proporción. A 
cada recipiente se le añadieron 100 mL de solución nutritiva de concentración 1X. La 
solución nutritiva que se le adicionó a los recipientes que contendrían los esquejes 
infectados contenía también el inoculo en una concentración de 1 x103 conidias/ mL, para 
evitar inconvenientes de difusión y permitir que las condiciones de inoculación fueran 
más eficientes (Ardila, H. D. e Higuera, B.L 2005). La inoculación de los esquejes se 
realizó de acuerdo a las condiciones establecidas en (Higuera B. L., 2001). La mitad de 
los esquejes de cada variedad, fueron inoculados por inmersión de sus raíces durante 20 
a 30 s en la suspensión de conidias  de concentración de 1 x106 conidias/ mL,  (Figura 3-
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3 A y B), se dejaron escurrir e inmediatamente se sembraron. A su vez, la otra mitad fue 
sometida al mismo procedimiento sumergiendo las raíces en agua estéril (controles) y 
fueron sembrados en el mismo sustrato con solución nutritiva, pero sin la adición de 
inóculo. Tanto los esquejes control como los inoculados, se sembraron bajo las mismas 
condiciones de temperatura y humedad y se mantuvieron por los días que duró el 
ensayo, el tiempo de riego fue una vez al día por todos los días del ensayo (Figura 3-4). 
El muestreo fue realizado en dos etapas: el primero se realizó un muestreo a los días 0, 
2, 4, 6, 8 y 10, y el segundo en los días 37, 39 ,41 y 43. Para cada día a ensayar se 
tomaron 4 réplicas aleatoriamente, de cada variedad infectada y de sus respectivos 
controles, se lavaron las raíces que constituye el material para desarrollar el trabajo y se 
obtuvieron los extractos de acuerdo a 3.3.1 y 3.3.2.1. Con los extractos correspondientes 
se realizaron los ensayos de actividad enzimáticos (3.3.5). 
3.5.1 Estadistica 
Para comparar la significancia estadística entre los diferentes experimentos en  los que 
se evaluó la activiad de las enzimas de estudio, se utilizó la prueba estadística t Student. 
Una diferencia de p<0.05 fue considerada estadísticamente significativa. 
 
Figura 3-3. Inoculación de esquejes de clavel A. inmersión de raíces en una suspensión 
de 1x106 conidias/mL. B. Inoculo de Fusarium oxysporumf. sp.dianthi 
 
 
 
 
54 Evaluación de los niveles de actividad y transcripcionales in vivo de algunas 
enzimas hidrolíticas secretadas por Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en su 
interacción con el clavel Dianthus caryophyllus L
 
Figura 3-4. Ensayo in vivo para la evaluación de los niveles de actividad de las enzimas 
hidroliticas secretadas por  Fusarium oxysporumf. sp.dianthi, empleando dos variedades 
con diferente nivel de resistencia (Moonlight-rojo y Golem-azul) 
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3.6 Determinación  de los niveles de 
transcripción de algunas de las enzimas 
seleccionadas para los ensayos de 
actividad. 
3.6.1 Diseño de cebadores y búsqueda de genes 
Con el propósito de determinar los niveles de transcripción a algunas de  las enzimas a 
las cuales se les determinó la actividad, se diseñaron los iniciadores o primers utilizando 
el servidor Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm). El diseño de los 
iniciadores se realizó utilizando secuencias tomadas de la base de datos 
http://www.ebi.ac.uk/ cuyo número de identificación aparece en la tabla 3-2. El diseño de 
los cebadores para el ensayo de qRT-PCR fue llevado a cado teniendo en cuenta 
parámetros como un tamaño de los amplimeros de 100-300 pb, un %CG cercano a 50, 
una Tm muy cercana o igual entre ellos y próxima  a 60 y la menor posibilidad de 
formación de homodímeros y heterodímeros entre estos (Cnossen- Fassoni et al 2013). 
Tabla 3-2:.Secuencias de los genes empleados para el diseño de cebadores 
 Gen Número de identificación de las secuencias empleadas para el diseño de primers 
Gen para 
realizar 
seguimient
o del 
hongo en 
las plantas 
rRNA 
18s AY354389.1,  
 
genes 
involucrad
os en la 
lisis de la 
pared 
celular 
pl AAC64368.1,EGU81343.1,ACS78057.1,ACS78056.1,ENH71606.1 
prt 
AAC27316.2, 
EGU81342.1,ENH71605.1,EMT69037.1,BAD72940.1
 
xl AAK27975.1,ENH71257.1,EMT73821.1,EGU81323.1,CCT69575.1, 
Exopg 
BAE97064.1, BAE97062.1, BAE97093.1, 
BAE97058.1,BAE97063.1, BAE97053.1, ADA63833.1, 
BAE97071.1, BAE97060.1, BAE97055.1 
Endop
g 
BAE97015.1, BAA20555.1, BAE97016.1, BAE97026.1, 
BAE97009.1, BAE97051.1, BAE97045.1, BAE97035.1, 
BAE97017.1, BAE97011.1 
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En la tabla 3-3 se muestran las secuencias de los cebadores diseñados y la referencia de 
los tomados de la literatura, así como el tamaño de los amplimeros que se generan. En el 
anexo E se indican los organismos a los cuales pertenecen las secuencias empleadas en 
el diseño. La especificidad de los cebadores fue comprobada mediante PCR 
convencional utilizando como molde DNA genómico de Fod y cDNA de la planta de las 
dos variedades utilizadas (Moonlight y Golem) asegurando que no amplificaran en planta. 
Las condiciones de reacción utilizadas para los genes fueron: incubación inicial a 95°C 
por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalización (95°C por 30 segundos), anillamiento (57°C 
para prt1, 57°C para prt2, 57°C para pl1, 57 °C para pl2, 57°C para xl1, 54°C para xl2, 
55°C para endopg1, 55°C para endopg2, 57°C para exopg1 y 50°C para exopg2 por 30 
segundos) y polimerización (72°C por 30 segundos); una incubación final a 72°C por 5 
minutos y enfriamiento a 4°C. Los productos obtenidos en la amplificación por PCR se 
sometieron a electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1,0%, en buffer TAE 1 X. La 
tinción se realizó con al SYBR® Safe (invitrogen).  
3.6.2 Extracción de RNA 
Las raíces de los esquejes (9 de cada variedad, infectadas y controles) de los diez 
primeros días del ensayo in vivo  fueron lavadas y trituradas con nitrógeno líquido para 
realizar la ruptura celular, las muestras  fueron sometidas a extraccióndel RNA total 
mediante el método del  TRIZOL Reagent (Invitrogen). A 0,4 g de material vegetal 
previamente macerado se le añadió 1 mL de trizol, se agitó por 15 s con vortex, el 
sistema de tubos se centrifugó a 12000 x g a 6ºC por 10 minutos, el sobrenadante 
obtenido se recuperó cuidadosamente y se transfirió a un nuevo tubo que fue incubado a 
temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionó 200 µL de cloroformo agitando 15 
segundos en el vortex, luego se incubó nuevamente a temperatura ambiente por 3 
minutos y la mezcla anterior se centrifugó a 12000 x g a 6ºC por 15 minutos, la fase 
acuosa se retiró cuidadosamente y se transfirió a un nuevo tubo, donde se adiciono 800 
µL de alcohol isopropílico, dicha mezcla fue incubada a temperatura ambiente por 10 
minutos, los tubos se centrifugaron  a 12000x g a 6ºC por 10 minutos. Después de 
desechar el sobrenadante, se agregó 1 mL de etanol al 75%, se mezcló en vortex y se 
centrifugó a 7500x g a 4ºC por 5 minutos. El sobrenadante se descartó cuidadosamente 
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sin alterar el pellet. El pellet final obtenido se dejó secar, la totalidad del RNA obtenido 
fue disuelto en 30 µL de agua DEPC e incubado a 55ºC por 10 minutos. La cuantificación 
y la pureza del RNA se llevó a cabo mediante  la medición de la absorbancia a 260 y 280 
nm.  
Tabla 3-3: Cebadores empleados para estudios de niveles de expresión de genes en la 
planta involucrados en la lisis de la pared celular de Dianthus caryophyllus L durante el 
proceso de infección del patógenoFusarium oxysporum f. sp.dianthi 
 
Asignación 
primer Secuencia de cebadores (5’→3’) 
Tamaño del 
amplificado Referencia 
rRNA1 Dir:CTGTTCGAGCGTCATTTCAA 
Rev:CCTGTTCCGAGGTCAACATT 
 
184 pb diseñado 
rRNA2 Dir:CTGTTCGAGCGTCATTTCAA Rev:TGTTCCGAGGTCAACATTCA 182 pb diseñado 
pl1 Dir:AGCGACAAGATCGTCCAGTT Rev:AGCCTGAGATGACGACGTTT 139 pb diseñado 
pl2 Dir:CCTACTGCTGTTCCTGTCA Rev:TCCACTGGTCTGCTTGAGG 351 pb 
Reportado ref 
(Huertas- 
González et al 
1999) 
prt1 
Dir:TCCTCAAGAACTTCGCTGGT 
Rev:GTTGGTACCAGAGCCATCGT 
 
152 pb diseñado 
prt2 
Dir:TGATGCCGATTACACCTATTC 
Rev:GACACGAGCAATACCCCAAGG 235 pb 
Reportado ref  
(Di Pietro et al 
2001) 
xl1 
Dir: ACCATCAACTATGGCGGTTC 
Rev: 
GTTGTAGACGGTGCCCTTGT 
201 pb diseñado 
xl2 Dir:GGTACTAACAACGGATTC Rev:CGTCCGTAAATAGAAGCG 976 pb 
Reportado ref 
(Gómez-
Gómez E, et 
al 2001) 
endopg1 Dir:CGTTACCTTCAAGGGCAAGA Rev:TGTTAGAACCTTCGCCATCC 206 pb diseñado 
endopg2 Dir:CACTACTGCCGATAACGACT Rev:CAAGAATGAGCCCTGAGATG 325 pb 
Reportado ref 
(Di Pietro, A. 
Roncero, M.I. 
1998) 
exopg1 Dir:ACGCCTACCTCCGACCTATT Rev:TGCAGATGACGTCCTTGAAC 191 pb diseñado 
exopg2 Dir:TGGTTGGGATACATAC 319 pb Reportado ref 
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Rev:GGAAGGCAGTCTCAACACCA (García-
Maceira et al 
2000) 
3.6.3 Tratamiento de RNA con DNAasa 
Para la eliminación del DNA contaminante en las muestras de RNA se utilizó la enzima 
DNase I amplification grade de invitrogen. El kit contiene buffer de reacción 10 X, agua 
tratada con DEPC, EDTA 25 mM (pH 8.0) y DNAsa libre de RNAsa (100U). Para hacer la 
digestión del DNA se procedió de la siguiente manera: 
En un tubo libre de RNasas se añadió 1 µg de RNA extraído, 1 µL de buffer de reacción, 
completando a 10 µL con agua DEPC, la mezcla de reacción se  incubó a temperatura 
ambiente por 5 min, se adicionó 1 µL de EDTA 0,5 mM. Finalmente se incubó a 65ºC por 
10  minutos. 
3.6.4 Síntesis de cDNA 
Para la determinación de los transcriptos provenientes de los genes de interés en las 
muestras procedentes del ensayo in vivo se evaluaron distintas modificaciones para 
lograr la detección del amplificado a partir del cDNA. Las reacciones se llevaron a cabo 
utilizando el kit Super ScriptR First Strand (invitrogen) de la siguiente manera:  
3.6.4.1 Síntesis de cDNA empleando 
oligodT 
Se prepararon mezclas de reacción de 20 µL que contenía: 1 µg de RNA, 1 µL de 
cebadores random (hexámeros), 4 µL de dNTP’s y se completó con agua DEPC, la 
mezcla anterior se incubó a 65ºC por 5 minutos, se enfrió y centrifugó a 10000 rpm a 
temperatura ambiente por 50 segundos.  
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3.6.4.2 Síntesis de cDNA a partir de 
mayor cantidad de RNA 
Se prepararon mezclas de reacción de 20 µL que contenía: 5 µg de RNA, 1 µL de 
cebadores random (hexámeros), 4 µL de dNTP’s y se completó con agua DEPC, la 
mezcla anterior se incubó a 65ºC por 5 minutos, se enfrió y centrifugó a 10000 rpm a 
temperatura ambiente por 50 segundos. 
3.6.4.3 Síntesis de cDNA empleando 
primers específicos para rRNA 18 s, 
prt1 y pl2 
Se prepararon mezclas de reacción de 20 µL que contenía: 1 µg de RNA, 0,5 µL de cada 
uno de los siguientes primers antisentido: CCTGTTCCGAGGTCAACATT para rRNA1, 
TCCACTGGTCTGCTTGAGG para pl2 y GTTGGTACCAGAGCCATCGT para prt1, 4 µL 
de dNTP’s y se completó con agua DEPC, la mezcla anterior se incubó a 65ºC por 5 
minutos, se enfrió y centrifugó a 10000 rpm a temperatura ambiente por 50 segundos. 
Además se evaluó la misma mezcla anterior empleando los primers antisentido por 
separado. 
A cada una de las mezclas anteriores (3.6.4.1, 3.6.4.2 y 3.6.4.3) se les añadió 4 µL de 
Buffer  de reacción 5X (250 mM Tris-HCl) y 2 µL de DTT (ditiotreitol) 0,1 M, las mezclas 
se incubaron a 37ºC por 2 min, se adicionó 1 µL de la enzima transcriptasa reversa. Se 
incubaron 50 min a 37ºC y se inactivó la enzima por calentamiento a 70 ºC por 15 
minutos. 
3.6.5 Extracción DNA Fusarium oxysporumf. 
sp.dianthi raza 2 
El DNA usado en las reacciones de PCR fue extraído a partir  de micelio liofilizado y 
macerado con N2 líquido, siguiendo el método descrito por Chiocchetti et al., (1999). 50 
mg de micelio fue resuspendido en 1 mL de EDTA 50 mM, SDS pH 8,5 al 0,2 % y 100 µg 
de proteinasa K, este fue incubado por 1 hora a 37°C. Después de la incubación y la 
inactivación de la enzima a 70°C por 15 minutos, 100 µL de acetato de potasio 5,0 M fue 
adicionado y la mezcla fue mantenida en un baño de hielo por 30 minutos. Después de 
centrifugar a 13000 X g por 15 minutos, el sobrenadante fue extraído con 1 volumen de 
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fenol/cloroformo/ alcohol isoamílico (25:24:1, vol/vol). El ácido nucleico  fue precipitado 
con 1 volumen de isopropanol, lavado con etanol y resuspendido en Buffer tris-EDTA pH 
8,0. 
3.6.6 Cuantificación absoluta 
La evaluación de los niveles de transcripción de los genes involucrados rRNA 18S, prt y 
pl, se realizó empleando la técnica de PCR en tiempo real, mediante cuantificación 
absoluta elaborando los siguientes pasos: 
3.6.6.1 Purificación y cuantificación 
producto de PCR 
La amplificación por PCR para los genes: rRNA1, prt1 y pl2 se elaboró bajo las 
condiciones mencionadas en (3.6.1),Los productos obtenidos en la amplificación por 
PCR se sometieron a electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1,0%, en buffer TAE 1 
X. La tinción se realizó con SYBR® Safe  (invitrogen) (Anexo F). La purificación del 
producto de PCR, a partir del gel de agarosa, se realizócon el Kit de purificación de PCR 
de invitrogen y su cuantificación  fue hecha por fluorescencia empleando Qubit y como 
reactivo Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (invitrogen). 
3.6.6.2 Elaboración curva de calibración 
A partir de los productos de PCR de rRNA1, prt1 y pl2, previamente purificados y 
cuantificados se elaboraron diluciones 1/50, 1/100, 1/500, 1/1000, 1/10000 y 1/100000. 
Las mezclas de reacción fueron elaboradas añadiendo 5.0 µl de Master Mix para qPCR  
SYBR Green Biorad ® que contenía:(Taq Polimerasa, Buffer, dNTPs, SYBR Green), 1,0 
µL de cebadores (Concentración final 0.5 µM), 2.0 µl de cDNA y 2.0 µl de agua DEPC, 
hasta un volumen final de 10 µL. Las reacciones se desarrollaron en Strips con tapa 
Biorad ®  en un termociclador Bio Rad CFX Manager Biorad ® (Anexo G).  
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3.6.6.3 Evaluación de los niveles 
transcripcionales mediante qPCR de 
las muestras procedentes del ensayo 
in vivo 
Los distintos tratamientos llevados a cabo en los cDNA ensayados (3.6.4) y la evaluación 
de las diluciones correctas para la detección de los genes fueron evaluadas mediante 
mezclas de reacción que contenían 5.0 µl de Master Mix (Taq Polimerasa, Buffer, dNTPs, 
SYBR Green I dye), 1,0 µL de cebadores (Concentración final 0.5 µM), 2.0 µl de cDNA y 
2.0 µl de agua DEPC, hasta un volumen final de 10 µL. Las reacciones se desarrollaron 
en tubos capilares sellados en un equipo Bio Rad CFX Manager Biorad ® Los resultados 
se analizaron con la ayuda del programa Biorad CFX Manager. En el proceso de 
estandarización de las condiciones de reacción se variaron las temperaturas de 
anillamiento entre 52 y 62°C. 
3.6.7 Estadística 
 
Para comparar la significancia estadística entre los diferentes experimentos en  los que 
se evaluó los niveles transcripcionales de los genes de estudio, se utilizó la prueba 
estadística t Student. Una diferencia de p<0.05 fue considerada estadísticamente 
significativa. 
  
 
4. Resultados y discusión 
4.1 Puesta a punto de un método para 
realizar la extracción de las enzimas 
presentes en raíces de clavel 
4.1.1 Selección de la metodología para la 
extracción del fluido intercelular 
El fluido intercelular es parte del apoplasto de la célula y  el lugar donde  los patógenos 
comienzan frecuentemente la colonización de las plantas (Rodríguez. M.M., et al 2006). 
Este ha sido usado en numerosos estudios de interacción planta-hongo: Identificación de 
serin proteasas (Olivieri et al 1998), determinación de actividad proteolítica y 
poligalacturonasa (Olivieri. Et al 2004),  detección de fitoalexinas en el fluido intercelular 
de hojas infectadas de avena con Puccinia coronataf. sp.. avenae (Mayama et al. 1982) o 
análisis utilizando aproximaciones proteómicas de las proteínas más abundantes 
presentes en hojas de uvas  para elucidar su funciónbiológica (Delaunois. B.  et al 2014). 
El espacio extracelular o apoplasto  contiene gran variedad de moléculas involucradas en 
varios procesos como son: regulación del crecimiento, mantenimiento de la pared celular, 
protección a estrés medioambiental, ruta de transporte para un amplio rango de 
moléculas, homeostasis, adhesión célula-célula e intercambio de gases. El espacio 
extracelular o apoplasto forma una vía a través de toda la planta que actúa como interface 
con el ambiente (Delaunois. B.  et al 2013). La estrategia para la obtención de fluido 
intercelular puede ser aplicada en tallos, hojas o raíces, de plantas sanas e infectadas, 
puede proveer información acerca de las sustancias de la pared celular y el ambiente 
extracelular. 
Para la extracción del fluido intercelular se utilizaron dos metodologías: la propuesta por 
Van Pelt-Heerschap (1999), denominada fluido intercelular sin vacío (IFW-SV) que utiliza  
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buffer tris-HCl 50 mM pH 7,5   y no aplica vacío para la extracción. La propuesta por 
Olivieri (1998), denominada fluido intercelular con vacío (IFW-CV) que usa buffer tris-HCl 
50 mM, pH 7,5, NaCl (0,6 M) y 2-mercaptoetanol (0.1 % v/v)  seguido del tratamiento con 
vacío. Como parámetro para medir la eficiencia de las dos metodologías se utilizó el 
contenido de proteína y la medida de actividad proteasa. Los resultados indican que en el 
tratamiento en el cual se aplica  vacío se incrementa la cantidad extraída de proteína 
(Figura 4-1.A), lo que es coherente con el aumento en la actividad proteasa (Figura 4-1.B) 
en comparación con el  tratamiento sin vacío. Esto se debe a que, además del vacío  el 
buffer de extracción contiene  NaCl y β-mercaptoetanol, en el caso del NaCl su efecto es 
de tipo iónico ya que las cargas del compuesto disociado interactúan con los aminoácidos 
cargados de las proteínas, lo cual puede facilitar el proceso de extracción (Regalado. 
P.P., Ricardo. P.P:C. 1996), que acompañado del tratamiento con vacío favorece la 
liberación de las proteínas del apoplasto para que luego al ser centrifugadas se obtenga 
un extracto rico en proteínas (Terry. M.E. 1980). El resultado anterior permite afirmar que 
el tratamiento para la extracción del fluido intercelular con vacío Olivieri (1998) es el más 
adecuado para extraer una mayor cantidad de proteínas, lo cual se comprueba, también 
con la mayor cantidad de proteasa extraída. Este tratamiento en adelante se denominará 
(IFW), será  empleado en la extracción de las enzimas intercelulares 
 
Figura 4-1. Resultados del contenido de proteína (A) y actividad proteasa (B) a partir del 
fluido intercelular obtenido en los tratamientos sin vacío (IFW-SV) y con vacío (IFW-
CV)n=3. 
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4.1.1.1 Determinación de actividad α- 
manosidasa en los extractos 
obtenidos 
La enzima α-manosidasa ubicada en la vacuola, fue empleada como control para verificar 
que en el proceso de extracción del fluido intercelular no se realizara lisis de las células, lo 
que se evidenciaría en una baja cantidad de esta enzima en el fluido intercelular en 
comparación con el extracto intracelular.  Al analizar los resultados de este ensayo de 
actividad (Tabla 4-1) se observa que efectivamente la actividad de la enzima es mucho 
más alta en el extracto intracelular (EIn), que en el fluido intercelular (IFW), aunque no es 
nula,  representa el 0,68% con respecto a la  máxima actividad detectada en el extracto 
intracelular. Estos resultados son comparables  a los obtenidos por Olivieri et al 1998, en 
los cuales la actividad α-manosidasa en el IFW estuvo alrededor de 0,45%. Dichos 
resultados ratifican que en  el proceso de extracción del fluido intercelular es mínima la 
ruptura celular, que procedimiento se está realizando de  manera adecuada y que es útil  
para el análisis que se desea realizar. 
Tabla 4-1. Actividad α-manosidasa en fluido intercelular (IFW) y extracto intracelular 
(EIn). 
 
Extracto Unidades de 
Actividad 
(nmol/min.mL) 
IFW 0,16 ± 0,1 
EIn 23,5 ± 13  
 
 
4.1.2 Selección del método para realizar la 
extracción de las enzimas presentes en 
raíces de clavel 
Las enzimas presentes en el interior o exterior celular pueden ser evaluadas en el extracto 
total de la célula, en el fluido intercelular o en el extracto intracelular (material que queda 
luego de la extracción del fluido intercelular). La evaluación de varios  procedimientos 
para la extracción de las enzimas secretadas por el patógeno en la planta  (proteasa, 
pectato liasa, poligalacturonasa y xilanasa) pretendía principalmente seleccionar un 
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método que permitiera obtener un extracto común para todas las enzimas a analizar, 
mantuviera la estabilidad de estas y se eliminaran las interferencias durante la 
cuantificación. La eficiencia de cada una de estas metodologías se evaluó midiendo el 
contenido de proteína en los extractos.  
Los extractos ensayados fueron el fluido intercelular, el extracto intracelular y un extracto 
total, y para cada uno de los dos últimos extractos se evaluaron  tres metodologías: Un 
tratamiento sencillo con solución buffer (3.3.2.1) (Ardila 2005), otro con tratamiento previo 
usando polivinilpirrolidona (3.3.2.2) (Gregory 2008). y finalmente uno en donde se emplea 
un tratamiento previo con polvos de acetona (3.3.2.3) (Ardila 2007). A continuación se 
muestran los resultados de actividad y cantidad de proteína  correspondientes a la 
selección del método para realizar la extracción de las enzimas presentes en raíces de 
clavel (Figura 4-2 a 4-6). En la figura 4-2  se observa que con los tres procedimientos 
ensayados es posible extraer proteína de las plantas. En el extracto crudo y en el extracto 
intracelular los tratamientos que extrajeron mayor cantidad de proteína fueron los que 
utilizaron  buffer fosfato y buffer fosfato más polivinilpolipirrolidona, mientras que el 
método que utilizó un tratamiento previo con acetona (EInAC y ECAC) fue el que extrajo 
menor cantidad de proteína. La cantidad de proteína incrementa de la siguiente manera: 
primero el fluido intercelular (IFW), luego los extractos intracelulares tratados con buffer 
fosfato (EIn) y con buffer fosfato más polivinilpolipirrolidona (EInPVP) y por último el 
extracto total tratado con buffer fosfatos (EC) y con buffer fosfato más 
polivinilpolipirrolidona (ECPVP). Estos resultados presentan coherencia ya que de 
acuerdo a la metodología empleada el contenido de proteína en el extracto total o extracto 
crudo es aproximadamente la suma del contenido intercelular y del extracto intracelular. 
En cuanto al fluido de lavado intercelular (IFW, IFWPVP e IFWAC) se observa que la 
cantidad de proteína es similar debido a que se sometieron al mismo tratamiento, además 
ésta cantidad es menor comparada con la obtenida dentro de la célula y en los extractos 
crudos. Resultados que están de   acuerdo con valores reportados en análisis de fluido de 
lavado intercelular en papa donde la concentración de proteína de las fracciones fue 
aproximadamente 2 µg/mL (Olivieri et al 1998).  
Al comparar entre las metodologías con y sin tratamiento para la eliminación de 
compuestos fenólicos interferentes (tratamiento con PVP y acetona) se observa  que en 
las muestras  tratadas con acetona la cantidad de proteína es la más baja (EInAC y EC), 
por tanto no sería un tratamiento adecuado para extraer la mayor cantidad de las enzimas 
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de interés, mientras que con el tratamiento con polivinilpolipirrolidona se obtiene más 
proteína. En cuanto a los tratamientos con buffer fosfatos ( EIn y EC) y con 
polivinilpolipirrolidona  (EInPVP  y EC-ECPVP) no se observa mayor diferencia entre los 
mismos. Razón por la cual se podría seleccionar entre cualquiera de estos dos métodos 
de extracción.  
Para la selección de  los extractos  en los que se medirá la actividad enzimática se analiza 
el contenido de proteína, observando que  el extracto total constituye aproximadamente la 
suma del contenido de proteína en el fluido intercelular y en el extracto intracelular, es 
decir se podría trabajar con el extracto total o con el fluido intercelular y el extracto 
intracelular, y de este modo tener una visión de lo que ocurre en la totalidad de la célula. 
Como se anotó el fluido de lavado intercelular es el primer  sitio de la planta en que 
estarían las enzimas del hongo, razón por la cual se decide, desarrollar el trabajo en dos 
comportamientos celulares el apoplasto (IFW) y el simplasto (EIn). 
Los comportamientos discutidos anteriormente fueron corroborados a nivel estadístico, ya 
que desde este punto de vista correlacionaron los fluidos intercelulares (IFW e IFWPVP) y 
los extractos crudos  (EC y ECPVP). Mientras que el procedimiento en el cual se empleó 
acetona no correlaciono con ningún otro. 
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Figura 4-2.Resultados de la determinación de la cantidad de proteína extraída usando 
diferentes metodologías y diferentes extractos en raíces de  plantas sin infectar .fluido 
intercelular para obtención posterior de extracto intracelular con buffer fosfato (IFW), fluido 
intercelular para obtención posterior de extracto intracelular con buffer fosfato con 
polivinilpirrolidona (IFWPVP), fluido intercelular para obtención posterior de extracto 
intracelular con acetona (IFWAC), extracto intracelular tratado con buffer fosfato (EIn), 
extracto intracelular tratado con buffer fosfato más polivinilpolipirrolidona (EInPVP), 
extracto intracelular con tratamiento previo con acetona (EInAC), extracto crudo tratado 
con buffer fosfato (EC), extracto crudo tratado con buffer fosfato más polivinilpirrolidona 
(ECPVP) , extracto crudo con tratamiento previo con acetona (ECAC) n=5. 
 
 
Los patógenos secretan enzimas encargadas de degradar la pared celular de su huésped, 
para poder colonizarlo. De acuerdo con ensayos realizados in vitro se conoce que 
diferentes enzimas como las: celulasas, pectinasas, xilanasas y proteasas se inducen a 
diferentes tiempos, por lo tanto son las enzimas de interés para el patógeno. Sin embargo 
estas enzimas no  son ajenas a las plantas en donde pueden desempeñar funciones 
importantes, es por esto el interés de conocer su nivel de actividad en las raíces de clavel 
órgano de estudio seleccionado. En las plantas se encuentran reportadas las enzimas que 
hidrolizan pared celular en los frutos, donde desempeñan funciones en la maduración.  A 
continuación se describen los valores de las diferentes actividades enzimáticas obtenidas 
en cada uno de los extractos de clavel. Estos resultados además de mostrar la capacidad 
o no para extraer las enzimas, permiten tener una idea de las actividades de las enzimas 
a estudiar en las plantas sin infectar.   
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Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrólisis de los enlaces peptídicos de las 
proteínas. Están implicadas en la regulación de prácticamente todos los aspectos de los 
ciclos de vida de las plantas, en actividades celulares de todos los organismos vivos en  
donde  desempeñan papeles muy importantes. Las proteasas de las plantas están 
involucradas en la germinación de las semillas, el reciclaje de proteínas dañadas, la 
regulación de los procesos de envejecimiento y la modificación de proteínas para llevar a 
cabo  propósitos específicos en las células vegetales. Por esta razón siempre están 
presentes de manera constitutiva (Hoorn,  2008) 
En la gráfica que corresponde a la actividad proteasa determinada en los diferentes 
extractos obtenidos de plantas sin infectar (Figura 4-3), se observa actividad tanto en los 
extractos que corresponden a la parte interna (EIn) como en los extractos 
correspondientes a la parte externa de la célula (IFW), si bien hay diferencias en el fluido 
de lavado intercelular (IFW, IFWPVP e IFWAC) estadísticamente no son significativas. 
Cuando se comparan los tres tratamientos de extracción  evaluados (buffer fosfato, buffer 
fosfato más polivinilpolipirrolidona y tratamiento previo con acetona) en el material vegetal 
sobrante luego de extraer el fluido de lavado intercelular (Extracto intracelular) se observa 
que la actividad más alta corresponde al extracto donde se realizó un tratamiento previo 
con acetona (EInAC), igual comportamiento se observa en los extractos totales. Este 
hecho se puede atribuir a que el tratamiento con acetona puede estabilizar la enzima u 
obtener un extracto más puro de esta, debido a la reducción de agua  y de pigmentos de 
la planta (Adulyatham, P. y Owusu-apenten, R. 2004).Mientras que entre los extractos 
tratados con buffer fosfato (EIn, EC)  y buffer fosfato más polivinilpolipirrolidona (EINPVP; 
ECPVP) se extrae menor cantidad y no se observan mayores diferencias significativas. 
Los resultados estadísticos indican que los tratamientos donde se empleó acetona (EInAC 
y ECAC) son comparables, al igual que algunos extractos intracelulares (EIn y EInPVP) y 
extracelulares (IFW e IFWPVP). 
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intercelular, extracto intracelular y extracto total). Como era de esperarse la actividad en el 
fluido intercelular no presentó mayores diferencias, estos niveles son similares a los 
obtenidos en el extracto intracelular (EIn) y en el  extracto total (EC). La mayor actividad 
se registró en el extracto obtenido con buffer fosfato, mientras que la actividad más baja 
se presentó en los extractos que fueron tratados previamente con acetona (EInAC y 
ECAC). Lo cual podría indicar que con este tratamiento quizá no se estabiliza esta 
enzima, no se extrae o se podría desnaturalizar. Los mayores valores de actividad para la 
enzima se obtuvieron en el EC tratado con buffer fosfatos y con este más 
Polivinilpolipirrolidona, resultados esperados ya que en los dos casos se tiene un extracto 
celular total. El uso de acetona y Polivinilpolipirrolidona en el extracto crudo y en el 
extracto intracelular  disminuyen la actividad de la enzima lo que indica que estos 
tratamientos para eliminar compuestos fenólicos interferentes afectan la estabilidad  y por 
lo tanto la cantidad de enzima. Los niveles de extracción de los métodos que utilizan PVP 
y acetona son menores a los extraídos con buffer fosfato.  El análisis estadístico obtenido 
indica la poca variabilidad que presenta el método de extracción de fluido intercelular, éste 
método presenta semejanzas estadísticas con respecto al extracto intracelular tratado con 
buffer fosfato.  
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 Los resultados de esta primera parte del trabajo acerca de las metodologías trabajadas: 
tratamiento con buffer fosfato, buffer fosfato más polivinilpolipirrolidona y tratamiento 
previo con acetona, indican que aquella donde se emplea acetona para la eliminación de 
posibles compuestos interferentes si bien favorece la extracción de algunas enzimas 
proteasa y pectato liasa, en otros casos genera una notable disminución de la actividad 
poligalacturonasa y xilanasa, además la utilización de este solvente implica mayores 
costos y contaminación hechos que llevan a descartar este método de extracción .  Entre 
los tratamientos con buffer fosfato más polivinilpolipirrolidona y buffer fosfato no se 
evidencian mayores diferencias para las enzimas proteasas y pectato liasas, mientras que 
en el caso de la poligalacturonasa y xilanasa  la actividad disminuye al tratar los extractos 
con PVP.  Por lo tanto se decide seleccionar como método de extracción el tratamiento 
que utiliza únicamente buffer fosfatos.  Los resultados de esta parte de trabajo permitieron 
también decidir  si el estudio enzimático se realiza con el tejido total de la célula (extracto 
crudo) o se trabaja separadamente el interior(simplasto) del exterior de la célula 
(apoplasto) . En cuanto a los tres extractos analizados fluido intercelular (apoplasto), 
extracto intracelular (simplasto) y extracto crudo (apoplasto más simplasto), se puede 
seleccionar cualquiera dependiendo del estudio que se desee realizar ya que los 
resultados indican que cada uno permite el estudio exterior, interior o total  de la célula. 
Sin embargo, escoger los tres tipos de extractos implican el uso de mayor cantidad de 
muestras (plantas), y como los resultados anteriores mostraron que para muchos casos el 
estudio es aditivo (el estudio de fluido intercelular y extracto intracelular, es equivalente al 
estudio del extracto crudo), se decidió escoger los procedimientos donde se analizarían 
los extractos intracelulares tratados con buffer fosfatos (EIn) y el fluido intercelular (IFW), 
ya que se emplea el mismo material de partida (planta) y permite un estudio diferencial de 
las enzimas presentes al interior y al exterior de las células, lo que coincide con el estudio 
que se desea llevar a cabo en el ensayo in vivo ( estudio de la expresión diferencial de las 
enzimas degradadoras de la pared celular de Fusarium oxysporum f.sp.Dianthi raza 2 en 
Dianthus Caryophyllus). 
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4.2 Identificación de diferencias en 
patrones electroforéticos 
mediante zimogramas de las 
enzimas presentes en la planta y 
las secretadas por el patógeno. 
Con el propósito de determinar diferencias en cuanto a la presencia o ausencia de las 
enzimas secretadas por el hongo y las presentes en la planta se realizaron zimogramas 
con extractos provenientes de enzimas secretadas por el hongo y las presentes en el 
extracto crudo de la planta. La información de partida, para los extractos del hongo fue  
recolectada en el laboratorio en trabajos anteriores donde se realizaron cultivos del hongo 
inducidos con pared celular de la raíz para obtener así un extracto rico en enzimas 
secretadas por el patógeno (Rodríguez. K.L.2011, Gómez. G.L., Martínez. S.T. 2005., 
Martínez. S. T. 2012). El objetivo es obtener evidencias en cuanto al peso molecular y al 
número  de las enzimas, involucradas  en el estudio, presentes tanto  en la planta como 
en el patógeno 
El zimograma con tinción específica para actividad proteasa (Figura 4-7) permitió 
determinar la actividad de esta enzima en los diferentes extractos de la planta sin infectar 
(carriles 2-4 fluido de lavado intercelular, extracto intracelular y extracto crudo) y 
corroborar la actividad detectada en trabajos anteriores en el patógeno  (carril 5). En los 
extractos de la planta se evidencio la presencia de la enzima con una banda por encima 
de  52 KDa, (carriles 2-4) mientras que en el extracto del hongo se observaron varias 
bandas (alrededor de 5 bandas) con diferente peso molecular.  La actividad de esta 
enzima en extractos del hongo ya había sido detectada en un trabajo previo del grupo 
(Leon, K.  2011), en dicho estudio se reportaron  tres isoenzimas con pesos moleculares 
comprendidos entre 45 y 66 KDa. La diferencia en este resultado puede ser debida a la 
diferencia en el contenido de proteína usado o a la variedad de clavel empleada en la 
inducción. Los resultados de este trabajo presentan diferencias en los patrones 
electroforéticos de los dos organismos analizados, mostrando proteasas de diferentes 
pesos moleculares en planta y hongo. Llama la atención la baja detección de proteasas 
en la planta, ya que de acuerdo a la diversidad de funciones se hubiera esperado la 
presencia de mayor número en planta. Las diferencias encontradas indican que puede 
servir como parámetro para realizar estudios donde requieran ser diferenciadas. 
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Algunos autores reportan la presencia de proteasas extracelulares secretadas por 
hongos. Andrade et al (2002) durante la purificación y caracterización de una proteasa 
similar a la tripsina secretada por Fusarium oxysporumvar Lini, mencionan la posibilidad 
de encontrar más de una enzima con actividad proteolítica.  Olivieri et al (2004) detectaron 
actividad proteolítica en fluido de lavado intercelular en dos variedades de papa 
inoculadas con F. eumartii. Dicha actividad desapareció luego de que ambos extractos 
fueron pretratados con el inhibidor de proteasas PMSF. Di pietro et al (2001) presentaron 
la caracterización de una proteasa de la familia de las subtilasa de Fusarium oxysporumf. 
sp.lycopersici. Igualmente Fakhfakh et al. (2010) describen la secreción de cinco 
queratinas por Bacillus purmillus A1, evidenciadas como cinco zonas claras en un 
zimograma realizado a partir de extracto crudo. 
Figura 4-7. Zimograma para determinar actividad proteasa en diferentes extractos de raíz 
de la variedad susceptible (fluido intercelular, extracto intracelular y extracto crudo) y en 
extractos de  Fod obtenidos de un medio de cultivo in vitro inducido con raíz de la 
variedad susceptible.PM: patrón de peso molecular, IFW: fluido de lavado intercelular, 
EIn: extracto intracelular, EC: extracto crudo y Fox: Fusarium oxysporumf. sp.dianthi. 
 
El zimograma con tinción específica para determinar la actividad pectato liasa (Figura 4-8) 
indica la presencia de una banda en el extracto intracelular y en el extracto crudo de 
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plantas de la variedad Moonlight sin infectar (carriles 3 y 4), esta banda no se encuentra 
presente en el fluido intercelular (carril 2) lo que podría hacer pensar que existen bajos 
niveles de esta enzima. En el caso del extracto del hongo (carril 5) se observa actividad 
de la enzima  como una mancha fuerte en intensidad y difusa, que podría ser debido a 
altas concentraciones del extracto o la presencia de isoenzimas de cercano peso 
molecular (Figura 4-7). Las bandas presentes en los extractos de la planta y del hongo 
son diferentes entre sí, como para poder realizar un estudio en conjunto y lograr 
establecer diferencias en cada sistema biológico.  
Figura 4-8. Zimograma para determinar actividad pectato liasa en diferentes extractos de 
raíz de la variedad susceptible (fluido intercelular, extracto intracelular y extracto crudo) y 
en extractos de  Fod obtenidos en un medio de cultivo in vitro inducido con raíz de la 
variedad susceptible.PM: patrón de peso molecular, IFW: fluido de lavado intercelular, 
EIn: extracto intracelular, EC: extracto crudo y Fox: Fusarium oxysporumf. sp.dianthi. 
 
 
Para el caso de la actividad de la enzima poligalacturonasa (Figura 4-9). En los extractos 
que corresponden a la planta (IFW, EIn y EC) se detectaron 2 bandas en el extracto crudo 
(carril 4), mientras que en el  fluido intercelular y en el extracto intracelular (carril 2 y 3) se 
detecta un barrido. Ya que las dos bandas observadas en el extracto crudo no se 
evidencian en IFW ni en EIn no es posible afirmar si son enzimas intracelulares. En el 
caso del extracto crudo del hongo (carril 5), también se observa un barrido intenso y 
difuso. Estos barridos observados en los carriles 3, 4 y 5  se podrían deber a las mismas 
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razones que fueron mencionadas en el zimograma con tinción específica para determinar 
actividad pectato liasa (Figura 4-8). 
 Estudios donde se emplean zimogramas para evaluar la actividad enzimática de 
poligalacturonasas en hongos han sido reportados. Di Pietro, A y Roncero, M.I. (1998) 
caracterizaron una endopoligalacturonasa extracelular de Fusarium oxysporumf. 
sp.lycopersici, mediante varias técnicas entre las que están zimograma de 
isoelectroenfoque. Mientras Balali, G.R. y Iranpoor, M. (2006)  emplearon patrones 
electroforéticos de zimogramas para analizar la variación y poder distinguir  especies de 
Fusarium. 
Figura 4-9. Zimograma para determinar actividad poligalacturonasa en diferentes 
extractos de raíz de la variedad susceptible (fluido intercelular, extracto intracelular y 
extracto crudo) y en extractos de  Fod obtenidos en un medio de cultivo in vitro inducido 
con raíz de la variedad susceptible.PM: patrón de peso molecular, IFW: fluido de lavado 
intercelular, EIn: extracto intracelular, EC: extracto crudo y Fox: Fusarium oxysporumf. 
sp.dianthi. 
 
En el zimograma para determinar actividad xilanasa (Figura 4-10) se evidencio una banda 
en el extracto crudo del hongo (carril 5) y una banda  del mismo tamaño en los extractos 
de la planta (carril 2-4), indicando que esta enzima esta presente en la parte interna y 
externa de la célula, lo que coincide con laactividad determinada en raíces de planta sin 
infectar (Figura 4-6). La banda que fue observada en el extracto del hongo (carril 5), es un 
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resultado importante ya que coincide con resultados anteriores en los que se obtuvo solo 
una forma enzimática de la xilanasa (Martínez et al 2012). El hecho de evidenciar bandas 
de diferente tamaño en hongo y en la planta, permitirían la identificación clara de esta 
enzima en estudios conjuntos Fusarium oxysporumf. sp.dianthi- Dianthus caryophyllus L. 
Figura 4-10.  Zimograma para determinar actividad xilanasa en diferentes extractos de 
raíz de la variedad susceptible (fluido intercelular, extracto intracelular y extracto crudo) y 
en extractos de  Fod obtenidos en un medio de cultivo in vitro inducido con raíz de la 
variedad susceptible.PM: patrón de peso molecular, IFW: fluido de lavado intercelular, 
EIn: extracto intracelular, EC: extracto crudo y Fox: Fusarium oxysporumf. sp.dianthi. 
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4.3 Ensayo in vivo para determinar 
los niveles de enzimas secretadas 
por el patógeno en raíces de 
clavel 
4.3.1 Niveles de enzimas secretadas por el 
patógeno en raíces de clavel durante los 
primeros días de infección: 0,2,4,6,8 y 10. 
 
Los patógenos necrótrofos usan las enzimas degradadoras de la pared celular (CWDEs) 
como estrategia  para degradarla, la cual es la primera línea de defensa constitutiva en las 
plantas. Las esporas se unen a la pared, germinan, crecen y la penetran a  través de la 
acción de estas enzimas. El ingreso se da principlamente por la acción de xilanasas que 
degradan la hemicelulosa, exopoligalacturonasas, pectin metil esterasas que degradan la 
pectina y  endoglucanasas que degrada la celulosa. Sin embargo la función de cada una 
de ellas depende del pH de la savia celular (Lazniewska. J. et al 2012). 
Las CWDEs  permiten a los patógenos invadir el tejido de la planta,  e inducir  respuestas 
de defensa. La liberación de residuos cortos de 10 a 12 oligogalacturónidos (OGs) por la 
acción de PL y PG,constituyen elicitores de respuesta de defensa de la planta, que 
conllevan a la inducción de inhibidores de CWDEs, los cuales pueden proteger de los 
efectos destructivos de estas hidrolasas fúngicas (Oliveira. M.B et al 2013, Lazniewska. J. 
et al 2012). Sin embargo su acción requiere especificidad entre la enzima fúngica y el 
inhibidor que ha sido derivado de la planta (Lazniewska. J. et al 2012) 
Existen estudios sobre aspectos patológicos, fisiológicos y bioquímicos de la enfermedad 
vascular generada por Fusarium (Di Pietro, et al 2003). Sin embargo, los mecanismos 
exactos para explicar cómo funciona la resistencia y la susceptibilidad  a la fusariosis 
vascular no se conocen. La degradación de la pared celular es un aspecto que 
desempeñan un papel muy importante en la enfermedad vascular, porque los patógenos 
crecen al interior de la raíz y colonizan el xilema. Por esta razón  la producción de 
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CWDEscomo son  pectinasas (poligalacturonasas (PG) y pectato liasas (PL)), proteasas y 
xilanasas (XL) por patógenos causantes de la fusariosis vascular, han recibido mayor 
atención. Ensayos in vitro con hongos y patógenos bacteriales, dentro de los que se 
incluyen resultados del grupo de investigación en actividades metabólicas vegetales (ver 
tabla 3-1) han mostrado que la mayoría de las isoformas secretadas en ensayos in vitro 
no  son producidas en plantas, ó que nuevos set de isoformas pueden ser inducidas 
exclusivamente durante el crecimiento del tejido del huésped (Oliveira. M.B. et al 2013), 
por esta razón resulta importante confirmar su expresión durante la infección en plantas, 
ya que la composición y estructura del tejido de las plantas pueden tener un profundo 
efecto de modulación en la producción de CWDEs en F. oxysporum (Roncero, M.I.G. et al 
(2000)). 
Las investigaciones dirigidas hacia  la purificación, caracterización y determinación del 
papel  de CWDEs durante la infección en planta, se han desarrollado en su mayoría en el 
modelo tomate-Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici, en enzimas como: 
poligalacturonasas (Di Pietro A, Roncero MIG 1996a, Di Pietro A, Roncero MIG 1996b), 
xilanasas (Gómez-Gómez E, et al  (2001), Ruíz- Roldán MC, et al (1999) y Gómez-Gómez 
E, et al  (2002)), proteasas (Di pietro, A.,et al (2001)) y pectato liasas (Di Pietro A, 
Roncero MIG (1996a), Huertas-González M.D., et al (1999)). Además se han elaborado 
trabajos de disrupción de genes de CWDEs para observar efecto en la virulencia del 
patógeno (Apel PC, et al (1993), Garcia-Maceira, et al (2000)). Dichos estudios genéticos 
en F. oxysporum (Di Pietro et al. 2003) han mostrado evidencia que la producción de 
CWDEs es codificada frecuentemente por familias multigénicas más que por genes 
individuales, lo que implica que múltiples isoenzimas pueden ser expresadas para una 
actividad dada y que al generar mutantes dirigidos hacia alguna de estas se obtiene una 
actividad residual capaz de generar patogenicidad. Dicha redundancia de las CWDEs 
expresada por patógenos fúngicos en plantas dificulta demostrar su papel, aunque  
sugiere una mayor importancia en la fisiología de las enfermedades en plantas. Por esta 
razón la realización de  estudios bioquímicos acerca de la  expresión de estas enzimas 
durante el  proceso de  infección pueden ser valiosos para determinar el posible papel de 
estas enzimas en la patogénesis en planta. 
A continuación se presentan los resultados del ensayo in vivocorrespondientes a la 
actividad de las enzimas proteasa, pectato liasa, poligalacturonasa y xilanasa obtenidos a 
partir de raíces de esquejes de clavel sin infectar (control) e infectados de dos variedades 
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con diferente nivel de resistencia al patógeno. La variedad Moonlight la cual presenta 
resistencia media al patógeno y la variedad Golem la cual presenta alta resistencia al 
patógeno.  
En la Figura 4-11 se observa la actividad proteasa, se registran  diferencias en el patrón 
de actividad entre el fluido intercelular y el extracto intracelular (Figura 4-11. A y B) estas 
se reflejan pricipalmente en los días de maxima actividad y en el comportamiento de las 
gráficas. Se evidencia que los niveles de actividad fueron más altos en el fluido 
intercelular de las muestras infectadas comparando con los respectivos controles, 
resultados similares encontró  Olivieri et al 1998. Adicionalmente en las dos gráficas se 
logra evidenciar que en las variedades infectadas su actividad se incrementa con respecto 
al control, este aumento podría deberse a las proteasas secretadas por el patógeno o al 
estimulo del hongosobre la planta para que secrete proteasas propias de esta, (Cano-
Canchola et al 2000, Inmaculada. J et al 2006). Otra tendencia que se da en las dos 
gráficas es que la variedad Golem infectada  registra mayores valores de actividad con 
respecto a la variedad Moonlight infectada, comportamiento que podría estar relacionado 
con los  niveles de resistencia de las variedades (Lazniewska. J. et al 2012). 
La inducción de actividad en las variedades infectadas se presenta primero en el fluido 
intercelular, la variedad Moonlight infectada presenta primero este máximo de actividad 
para el caso del fluido intercelular en el día 6 y para el extracto intracelular día 8. Mientras 
que la variedad Golem infectada el pico en el fluido intercelular es en el día 8 y en el  
extracto intracelular en el día 10, aunque es importante considerar que para este último se 
recomendaria el estudio de esta enzima y durante más días no muestreados, para 
asegurar que estos máximos de actividad realmente sean los correctos. 
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Figura 4-11. Ensayos de actividad proteasa determinados en A.Fluido intercelular y B 
Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e infectadas, obtenidos 
en los días muestreados:0,2,4,6,8,10, n=5. 
 
 
 
La enzima pectato liasa (Figura 4-12. A y B) presentó un comportamiento similar al 
descrito anteriormente. Diferencia en el patrón de secreción de esta enzima entre los dos 
extractos estudiados, mayor actividad en el fluido intercelular con respecto al extracto 
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intracelular, así como el incremento de la actividad de las muestras infectadas con 
respecto  a los controles no infectados, estos últimos resultados son semejantes a los 
obtenidos por Cano-Canchola et al 2000 en la interacción Ustilago maydis-maíze 
Inmaculada. J et al 2006 en la interacción Fusarium oxysporumf. sp.Ciceris- garbanzo. 
También se observó una actividad más alta en la variedad Golem infectada con respecto 
a la variedad Moonlight infectada, que pueden ser explicadas mediante las razones ya 
mencionadas (Lazniewska. J. et al 2012). Para esta enzima los picos son más evidentes 
en  el fluido intercelular en donde la variedad Moonlight infectada presenta un  máximo en 
el día 8 y la variedad Golem infectada en el día 6, mientras que para el extracto 
intracelular (Figura 4-12. B) no son claros los máximos de actividad, esto último se da 
probablemente porque en la parte interna de la célula se tiene una mezcla más compleja 
de las enzimas propias de la planta junto con las del patógeno.  Ensayos de 
patogenicidad  en los modelosCicer arietinum L- Fusarium oxysporumf. sp.ciceris y 
Ustilago maydis- maíz, en raíces de plantas susceptibles al patógeno,  muestran una 
inducción altay  temprana respecto a enzimas como: PRT, PG y XL(Cano-canchola et al 
2000, Inmaculada. J et al 2006). 
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Figura 4-12. Ensayos de actividad pectato liasa determinadosen A. fluido intercelular y 
B Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e infectadas, 
obtenidos en los días muestreados: 0,2,4,6,8,10, n=5. 
 
 
Los resultados de actividad de la enzima PG (Figura 4-13. A y B) presentan algunas 
tendencias generalizadas que ya se habían mencionado como son: diferencias en los 
picos de máxima actividad, en el patrón de secreción de la enzima en los diferentes días 
entre los dos extractos e incremento de actividad en las muestras infectadas con respecto 
a los controles, algunos de estos comportamientos fueron observados en trabajos 
similares realizados con diferentes modelos (Cano-Canchola et al 2000 e Inmaculada. J et 
al 2000). Sin embargo para este caso la actividad de esta enzima fue más alta en el 
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extracto intracelular (Figura 4-13. B) que en el fluido intercelular (Figura 4-13.A). En el 
caso del fluido intercelular los picos de máxima actividad registraron un comportamiento 
similar  comparado con  la enzima proteasa (Figura 4-11.A), donde la variedad Moonlight 
infectada registró el pico antes que la variedad Golem infectada. Además en este extracto 
la variedad Moonlight infectada presentó mayor actividad que la variedad Golem 
infectada, a diferencia de las dos enzimas anteriores (Figura 4-11.A y Figura 4-12.A). 
Comportamiento opuesto al observado en el extracto intracelular (Figura 4-13.B), donde la 
actividad poligalacturonasa para la variedad Golem infectada fue notablemente más alta 
en el día 2 que para  la variedad Moonlight infectada en el día 8.   Niveles de actividad de 
esta enzima han sido evaluados en otros modelos como son: Oryza sativa L inoculada 
con  bacterias fijadoras de nitrógeno donde la máxima actividad para esta enzima se 
presentó a los 10 días (Asilah et al 2009), maíz inoculado conU. maydis registró máxima 
actividad para la enzima entre 8 a 10 días (Cano-Canchola et al 2000). Los  altos niveles 
de actividad en los primeros días de infección presentados en el fluido intercelular, indican 
que  la poligalacturonasa podría actuar primero en la depolimerización de la pectina y 
expone  otros polímeros como celulosa y hemicelulosa, lo que  incrementa la accesibilidad 
de los componentes de la pared celular a otras enzimas, permitiendo la maceración del 
tejido de la planta (Oliveira. M.B et al 2013), esto demuestra la importancia de las enzimas 
pécticasen la degradación del mayor componente de la pared celular (Roncero M.I. et al 
2000, Inmaculada. J et al 2006). Estos resultados  indican que los máximos de actividad 
para la enzima que se esté analizando dependen del modelo de estudio,  del pH, fuente 
de carbono y temperatura (Roncero M.I. et al 2000, Inmaculada. J et al 2006).  
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Figura 4-13. Ensayos de actividad poligalacturonasa determinadosen A. fluido 
intercelular y B Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e 
infectadas, obtenidos en los días muestreados:0,2,4,6,8,10, n=5. 
 
 

  
 
Para la enzima xilanasa, el comportamiento es diferente  al de las demás enzimas. Se 
presentan diferencias entre los dos extractos analizados. Sin embargo, en el fluido 
intercelular (Figura 4-14.A) las muestras infectadas presentan menor actividad con 
respecto a los controles, el máximo de actividad se registra en el tiempo cero. Este 
comportamiento no es de esperarse ya que transcurrió muy poco tiempo como para que 
el patógeno hubiese ejercido su acción, además el tiempo cero es un control donde se 
registra una actividad basal y sobre esta se debería incrementar. En el extracto 
intracelular el comportamiento fue diferente (Figura 4-14.B), se presenta un máximo de 
actividad en el día 6 para la variedad Golem infectada y un máximo para la variedad 
Moonlight infectada en el día 2, aunque en esta última variedad se debe indicar que  la 
actividad en el resto de días fue casi cero y que en el control (Moonlight sin infectar) su 
actividad fue mayor. Lo que podría ser explicado, mediante resultados de estudios 
previos en donde la xilanasa 2 de Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici mostró estar 
involucrada durante la fase final del crecimiento saprofítico de F.oxysporum sobre el 
tejido moribundo de la planta (Roncero et al. 2000), es decir que para esta enzima sería 
necesario un muestreo durante más días para evidenciar su acción, Asilah et al 2009 
hallaron actividad xilanasa en el día 13 en Oryza sativa L inoculada con  bacterias 
fijadoras de nitrógeno, mientras que en maíz inoculado conU. maydis la máxima actividad 
se presentó al dia 20 (Cano-canchola et al 2000). Sería importante registrar la actividad 
todos los días y no día de por medio como se hizo y analizar otros días adicionales para 
así corroborar los máximos de actividad registrados. 
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Figura 4-14. Ensayos de actividad Xilanasa determiandosen A. fluido intercelular y B 
Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e infectadas, obtenidos 
en los días muestreados: 0,2,4,6,8,10, n=5. 
 
Las gráficas correspondientes a los niveles de actividad de cada enzima analizada 
(Figura 4-11 a 4-14). Indican que existe una expresión diferencial de las enzimas 
degradadoras de la pared celular en el tejido analizado (raíz), en donde es importante 
destacar que las enzimas pécticas que  primero se expresan son las poligalacturonasas 
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(Figura 4-13), esto se da porque al actuar estas enzimas la red de celulosa antes 
rodeada por la pectina pasaría a ser accesible y los inductores de celulasas y 
hemicelulasas serían liberados (De Lorenzo, 1997). Lo que quiere decir que la acción de 
esta enzima parece ser un requisito indispensable para que las demás puedan actuar, ya 
que luego se ve la expresión conjunta del resto de las enzimas (Figura 4-11,4-12  y 4-
14).Las enzimas degradadoras de la pectina son decisivas en el proceso de infección, ya 
que permiten conducir a la penetración del hongo y la disrupción de sus genes resulta en 
la reducción de la virulencia.  Además que son las primeras polisacaridasas inducidas en 
ensayos in vivo e in vitro. (Kikot et al 2009) y para los patógenos los  compuestos 
pecticos liberados por estas enzimas representan una fuente de energía más valiosa que 
los polímeros celulósicos ó hemicelulosicos (Oliveira. M.B et al 2013). 
Las enzimas degradadoras de la pared celular secretadas por el patógeno Fusarium 
oxysporumf. sp.dianthi en planta, mostraron una secreción diferencial durante los 
primeros días de infección. En el fluido intercelular, para la variedad menos resistente al 
patógeno (Moonlight) se secretan en primer lugar la poligalacturonasas, seguido de las 
proteasas, luego la pectato liasa y no se detectan niveles para la xilanasa. Para la 
variedad más resistente al patógeno (Golem) también se secreta en primer lugar PG, 
mientras que se invierte el orden para PL y PRT. En el extracto intracelular, para la 
variedad menos resistente al patógeno (Moonlight), se secreta en primer lugar PL y luego 
PG, XL y PRT, mientras que en la variedad Golem PG y XL son las primeras enzimas en 
secretarse y luego PRT y PL. Estos resultados sugieren la influencia de la variedad en la 
interacción. Los niveles de actividad más altos se registraron en el fluido intercelular, 
donde a pesar de inducirse en primer lugar la enzima poligalacturonasa sus niveles de 
actividad no son los más altos, como sí lo son para PL y PRT. La secreción de las 
enzimas mostró diferencias entre las variedades de clavel estudiadas, lo que indica que 
los mecanismos de resistencia de la planta alteran la secreción de las enzimas por parte 
del patógeno. 
Si se comparan los resultados de este ensayo in vivo con los realizados mediante 
ensayos in vitro se observa que existen diferencias marcadas (tabla 3-1), esto es porque 
en los ensayos in vitro la planta no ejerce sus mecanismos de defensa, incluidos la 
secreción de enzimas, la estructura de la pared se ha alterado de alguna forma y esto 
ocasiona que para el hongo sea más fácil el proceso de penetración, lo que se refleja en 
tiempos de inducción más temprano en los ensayos in vitro (Kikot et al 2009) .Por ende 
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los ensayos in vitro son buenos como primera aproximación pero es importante realizar 
los estudios en organismos vivos para tener resultados más cercanos a la realidad del 
proceso de infección (Oliveira. M.B et al 2013). 
4.3.2 Niveles de enzimas secretadas por el 
patógeno en raíces de clavel en el segundo 
bloque: días 37,39, 41 y 43. 
Los resultados de actividad  de las enzimas analizadas anteriormente, en tiempos más 
avanzados en el proceso de infección (días 37, 39, 41 y 43) presentan un 
comportamiento diferente (ver Figuras 4-15 a 4-18) al observado en el primer bloque 
(4.3.1)  aunque  coinciden en algunos aspectos. Dentro de los aspectos en los cuales 
coinciden están: diferencia en el patrón de actividad obtenido entre el fluido intercelular y 
extracto intercelular, diferencia en los días de los picos de máxima actividad y en los 
comportamientos de las gráficas. Mientras que los aspectos en los cuales se diferencian 
con respecto al bloque anterior están: 1 Los niveles de actividad similares entre el fluido 
intercelular y extracto intracelular,en el bloque anterior el fluido intercelular presentaba 
niveles más altos. 2 La presencia de actividades similares o mayores en las muestras 
control con respecto a las muestras infectadas  en la mayoría de los ensayos 
presentados , en el muestreo realizado en los primeros días todas las muestras 
infectadas presentaban niveles más altos de actividad con respecto a los controles. 
Los datos de actividad del segundo bloque  para las enzimas proteasa (Figura 4-15), 
pectato liasa (Figura 4-16), poligalacturonasa  (Figura 4-17) y xilanasa (Figura 4-18) 
indican  en general que tanto en el fluido intercelular como en el extracto intracelular, la 
variedad Golem infectada presenta mayores niveles de actividad con respecto a su 
control, mientras que los niveles de actividad en las plantas infectadas dela variedad 
Moonlight son más bajos que los controles, estos se podrían explicar, si se piensa que en 
este punto del ensayo el patógeno ya ha colonizado la planta y por tanto en este espacio 
no es necesario que continúe secretando dichas enzimas para hidrolizar la pared de su 
huésped, lo que indicaría una tendencia hacia el restablecimiento de los niveles de 
actividad de la planta (control e infectadas). Mientras que la actividad más alta de las 
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muestras infectadas con respecto al control para la variedad Golem en el extracto 
intracelular, se explicaría ya que esta variedad al ser más resistente ocasiona que el 
patógeno aún continúe secretando varias de estas enzimas para tratar de sobrepasar las 
barreras de defensa de la planta.No es posible comparar  los picos máximos de actividad 
para esta enzima con ensayos in vitro, ya que estos últimos no han sido realizados  en 
días más avanzados de infección  como los muestreados en este segundo bloque.  
Figura 4-15. Ensayos de actividad Proteasa  determinadosen A. fluido intercelular y B 
Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e infectadas, obtenidos 
en los días muestreados: 37, 39, 41 y 43, n=5. 
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Figura 4-16. Ensayos de actividad Pectato liasa  determinadosen A. fluido intercelular 
y B Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e infectadas, 
obtenidos en los días muestreados: 37, 39, 41 y 43, n=5. 
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Figura 4-17. Ensayos de actividad Poligalacturonasa determinadosen A. fluido 
intercelular y B Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e 
infectadas, obtenidos en los días muestreados: 37, 39, 41 y 43, n=5. 
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Figura 4-18.  Ensayos de actividad Xilanasa determiandosen A. fluido intercelular y B 
Extracto intracelular de las variedades Moonlight y Golem control e infectadas, obtenidos 
en los días muestreados: 0,2,4,6,8,10, n=5. 
 
Los resultados de este segundo bloque de experimentos indican que en este punto del 
ensayo, en la parte de la planta analizada (raíz), ya no existe una  secreción diferencial 
de las enzimas como ocurrió en el primer bloque (4.3.1),  porque el proceso de 
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patogenicidad está más avanzado y probablemente la acción de estas enzimas, sea 
mayor mayor en otras partes superiores de la planta, por la forma en la que avanza el 
patógeno (de la parte inferior hacia la parte superior)  (Di Pietro et al 2003).  
Las gráficas de actividad de cada enzima analizada (Figura 4-11 a 4-18) muestran la  
complejidad de la interacción Fusarium oxysporumf. sp.dianthi – Diatnthus Caryopyllus L. 
Así mismo abren la posibilidad de estudiar  la red de factores regulatorios implicados en 
la expresión de estas actividades y su papel en el desarrollo de los síntomas, ya que 
estas enzimas se inducen secuencialmente a lo largo del proceso de infección. Es 
necesario realizar más estudios para determinar el efecto de las condiciones necesarias 
para la inducción de enzimas degradadoras de polisacáridos por  Fusarium oxysporumf. 
sp.dianthi y para identificar los factores de los tejidos implicados en su expresión. Un 
comportamiento similar fue determinado en la interacción maíz-Ustilago maydis para las 
enzimas pectato liasa, poligalacturonasa, celulasa y xilanasa (Cano-canchola et al 2000). 
Los resultados de esta parte indican  que la  expresión diferencial de las CWDEs se 
producen en estadios tempranos de la infección, en la penetración, colonización, sistema 
vascular y expresión de síntomas (Roncero M.I. et al 2000). Las poligalacturonasas están 
involucradas en la fase inicial de penetración, mientras que  las xilanasas están  
involucradas en la fase final del crecimiento saprofito tejido moribundo (Roncero M.I. et al 
2000). 
4.3.3 Evidencias experimentales de la evolución 
de la enfermedad 
4.3.3.1 Evaluación de la incidencia al 
marchitamiento vascular 
La evaluación de la incidencia al marchitamiento vascular ( I ),  se determinó mediante 
evaluación visual  de las plantas a los 37 días posinoculacion y se expresó contando el 
número de plantas enfermas del total de plantas inoculadas, expresando dicha relación 
como porcentaje: 
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La Figura 4-19 indica los porcentajes de incidencia hallados en el día 37 posinoculación, 
en esta gráfica se observa a simple vista que el mayor porcentaje de incidencia se 
presenta en la variedad Moonlight con un porcentaje cercano al 80% en comparación a la 
variedad Golem donde se presentó un 30% dichos resultados indican la resistencia de 
cada variedad empleada a Fusarium oxysporumf. sp.dianthi. Estos resultados están de 
acuerdo con la información obtenida inicialmente respecto al grado de resistencia de la 
planta al patógeno. La variedad Golem se reporta como más resistente al patógeno que 
la variedad Moonlight.  Las fotografías incluidas en esta figura representan síntomas 
típicos que genera este patógeno (Figura 4-19 Moonlight infectada) como son el 
marchitamiento completo de la planta. Es importante mencionar que el desarrollo de los 
síntomas en la variedad resistente (Golem) fue el típico de la enfermedad, pero su 
avance fue muy lento en comparación con la variedad Moonlight. 
Figura 4-19. Incidencia del marchitamiento vascular 
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El grado de incidencia  se observa de una forma más clara en la Figura 4-20 en donde se 
comparan el total de plantas control y de plantas infectadas de las dos variedades, allí se 
observa para  la variedad Moonlight (Figura 4-20 A), diferencias muy marcadas con 
respecto al control, en donde es evidente el  marchitamiento de las hojas inferiores y 
medias. Mientras que para el caso de la variedad más resistente, Golem –platones 
azules, no se ven diferencias marcadas con respecto al control.  
Los síntomas de las plantas, evidenciados en este ensayo son típicos del marchitamiento 
vascular que ocasiona Fusarium oxysporumf. sp.dianthi (Arbelaéz et al 1996), 
consistieron en una clorosis unilateral de las hojas inferiores y superiores del lado de la 
planta afectado, el doblamiento del tallo principal lo cual está de acuerdo a los objetivos 
del ensayo en donde se deseaba que las plantas se enfermaran por el patógeno de 
interés y no por otro patógeno u otros factores externos. 
Figura 4-20. Comparación entre controles y muestras infectadas día 15.  A. Platones 
rojos variedad Moonlight (resistencia media al patógeno) B. platones azules variedad 
Golem (resistente al patógeno) Izquierda plantas control derecha plantas infectadas 
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Otra evidencia experimental que sugiere que se está dando el ataque de un patógeno en 
la planta es el efecto del retraso en el crecimiento (Figura 4-21). En esta figura se 
observa que dicho efecto se dio en la variedad más susceptible al patógeno (Moonlight) 
(Figura 4-21 A), mientras que la variedad más resistente (Golem) no se evidenció que se 
afectara el crecimiento. Dicho comportamiento ocurre ya que la planta por tratar de evitar 
el ataque del patógeno activa diversos mecanismos de defensa como son inducción de 
genes relacionados con la defensa, la producción de especies reactivas de oxígeno y de 
óxido nítrico, deposición de calosa para reforzar la pared celular, el cierre de estomas 
para prevenir la entrada de patógenos, la alteración de la expresión de genes 
relacionados con la patogénesis (PR), entre otros, generando un retraso en el 
crecimiento (Di Pietro, et al 2003). El decrecimiento de la raíz de la planta (Figura 4-21), 
es un indicativo del incremento en la actividad de las enzimas hidrolíticas (Asilah. et al 
2009).Como recomendación para relacionar la acción de las enzimas con la 
sintomatología evidenciada se sugiere realizar estudios de microscopia en áreas 
lesionadas para corroborar lo que autores como Cano-canchola et al 2000, afirman que 
durante la infección las actividades líticas solo se expresan en  áreas de la planta 
dañadas por el hongo y no en tejido sano, para soportar el papel de  las hidrolasas en la 
destrucción localizada del tejido. 
Figura 4-21. Efecto del ataque del patógeno en el crecimiento y desarrollo. A variedad 
Moonlight control e infectada día 37. B variedad Golem control e infectada día 37. 
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4.3.3.2 Verificación de la presencia del 
patógeno en planta 
 
Para verificar que los síntomas evidenciados en el ensayo in vivo fueran efecto del 
ataque por parte del patógeno que se deseaba estudiar (Fod) (Figura 4-22 A), se 
realizaron cortes del tallo de una planta de la variedad Moonlight (Figura 4-22 B) y una de 
la variedad Golem (Figura 4-22 C) infectadas con Fod, estos cortes fueron dispuestos en 
cajas que contenían medio PDA, es importante mencionar que los tallos no fueron 
sometidos a ningún tratamiento previo y por esta razón se observa además de la 
presencia de Fod el crecimiento de bacterias (Figura 4-22 B y C). Además se evidencia 
que ambas plantas contenían el patógeno, ya que  hay crecimiento de este (Figura 4-22 
A). Sin embargo  existe diferencia en el crecimiento del patógeno entre las variedades. 
En la variedad Moonlight (Figura 4-22 B) el crecimiento del patógeno es más abundante, 
mientras en la variedad Golem es menor (Figura 4-22 C), estas observaciones están 
relacionadas con el nivel de resistencia entre las variedades, ya que la variedad 
Moonlight al ser menos resistente permite un mayor avance de este, caso contrario al 
ocurrido en la variedad Moonlight.  
Estas evidencias concuerdan con los síntomas presentados (sección 4.3.3.1), es decir la 
variedad Moonlight presentó mayor porcentaje de incidencia (Figura 4-19), se 
evidenciaron más síntomas (Figura 4-20), mostró retraso en el crecimiento (Figura 4-21) 
y el avance del patógeno fue más alto (Figura 4-22). 
 
 
 
 
 
 
102 Evaluación de los niveles de actividad y transcripcionales in vivo de algunas 
enzimas hidrolíticas secretadas por Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en su 
interacción con el clavel Dianthus caryophyllus L
 
Figura 4-22.VerificaciónFusarium oxysporumf. sp.dianthi en plantas infectadas A. 
Fusarium oxysporumf. sp.dianthi en medio PDA. B. cortes de  tallos variedad Moonlight 
en medio PDA. C. cortes de tallos variedad Golem en medio PDA. 
 
4.4 Determinación de los niveles de 
transcripciónen plantas de clavel 
infectadas, empleando 
variedades con diferentes niveles 
de resistencia de Fusarium 
oxysporumf. sp.dianthi 
4.4.1 Evaluación primers en DNA genómico de 
Fod. 
Para lograr la determinación de los niveles de transcripción de las enzimas: proteasa, 
pectato liasa, poligalacturonasa y xilanasa, se diseñaron  primers específicos. 
Inicialmente se tomaron secuencias de las enzimas de organismos cercanos 
filogenéticamente (Anexo E), se buscó una secuencia consenso para cada una de las 
enzimas y se diseñaron primers que amplificaran dicha región, además de diseñar un par 
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de primers que amplificaran un fragmento del RNA ribosomal 18 s del patógeno. En la 
figura 4-23 se muestra la evaluación de los primers indicados en la tabla 3-3 (A. pl1, pl2, 
prt1, prt2, xl1, xl2, endopg1, endopg2, exopg1 y exopg2 B. rRNA1, rRNA2) mediante 
amplificación por PCR utilizando como plantilla DNA genómico de Fod, en esta figura se 
observa que con los primers diseñados se obtiene el fragmento del tamaño esperado 
(tabla 3-3), además que no se evidencia la formación de dímeros de primers.  
Estos resultados indican  que es posible seleccionar cualquiera de los dos juegos de 
primer, los diseñados o los reportados en literatura. En el caso del gen rRNA se 
selecciona  los primers rRNA1 para continuar con el estudio del hongo en planta y 
realizar un seguimiento de la evolución de la cantidad de este patógeno durante el 
proceso de patogénesis, ya que este gen no se modula (Gao. X., et al 2004). Para los 
primers que amplifican un fragmento del gen de las enzimas  (Figura 4-23 A) se procede 
a evaluar que no amplifiquen en el cDNA de las plantas de las  variedades a estudiar, ya 
que esto podría generar inespecificidades al momento de analizar las muestras del 
ensayo in vivo.  
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Figura 4-23.  Producto de amplificación por PCR usando como plantilla DNA genómico 
de Fod para los pares de primers: A. prt1, prt2, pl1, pl2 xl1, xl2, endopg1, endopg2, 
exopg1 y exopg2 B.rRNA1 y rRNA2. M. marcador de 1 Kb 
 
4.4.2 Evaluación primers en cDNA de plantas de 
clavel. 
La evaluación de la especificidad de los primers para el estudio de las enzimas 
secretadas por Fod, se realizó empleando cDNA de plantas de las variedades (Moonlight 
y Golem), en la figura 4-24 A. se observa que los primers para la proteasa prt1 amplifican 
en el hongo (Figura 4-24 A. Carril 1) pero no en el cDNA de la dos variedades de plantas 
(Figura 4-24 A. Carril 2 y 3), los primers prt2 para el estudio de la misma enzima 
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amplifican tanto en hongo como en planta (carril 1 al 3, prt2). En el caso de los primers 
pl1 amplificaron en hongo y en planta, carril 1 al 3, pl1 y para pl2 la amplificación del 
fragmento de interés (341 pb) ocurre solo en hongo (carril 1 al 3, pl2). Los primer xl1, xl2, 
endopg1 y endopg2 diseñados para evaluar los transcriptos de los genes de la xilanasa y 
endopoligalacturonasa respectivamente no fueron evaluados en plantas y se dejan para 
posteriores estudios. Los primers exopg1 y exopg2 para la exopoligalacturonasa, 
mostraron amplificación en hongo y en planta (Figura 4-24 B, carril 1 al 3, exopg1, carril 1 
al 3 exopg2). 
Los resultados anteriores indican que los primers más adecuados para el estudio de los 
niveles transcripcionales de algunas de las enzimas del hongo en planta son  prt1 y pl2. 
Por esta razon los estudios se continúan con estos dos juegos de primers. 
Figura 4-24.  Producto de amplificación por PCR de los primers A. prt1, prt2, pl1 y pl2. B. 
exopg1, exopg2. M. marcado de 1kb, 1. Plantilla DNA Fod. 2. Plantilla cDNA variedad 
Moonlight. 3 Plantilla cDNA variedad Golem. 
 
106 Evaluación de los niveles de actividad y transcripcionales in vivo de algunas 
enzimas hidrolíticas secretadas por Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en su 
interacción con el clavel Dianthus caryophyllus L
 
4.4.3 Curvas de calibración de las qPCR y 
estandarización de condiciones de reacción 
 
Una vez seleccionados los primers se procedio a la cuantificación de los transcriptos 
usando la técnica de PCR en tiempo real, mediante cuantificación absoluta. Se elaboró 
una curva de calibración para cada amplimeroy  se cuantificaron las muestras 
procedentes del ensayo in vivo .La verificación de un único producto en la amplificación 
por PCR de los genes rRNA, prt y pl, se indica en el  anexo E, una vez purificado y 
cuantificado el producto de PCR, la cantidad de moléculas de DNA presentes se 
calcularon mediante la siguiente formula: 
 
2013) H.D. (Ardila, 
Longitud pbs promedio masa
Avogadro de Nogramosen  masaDNA de Moleculas ×
×=  
 
Al reemplazar con la información respectiva para cada gen se obtienen los siguientes 
valores  
Lmoléculasx
L
moléculasx
pbsxpbsg
moléculasxgxrRNA µµ /1071,150
1058,8
184  660
10022,61073,1 1011237 ==×=
−
 
Lmoléculasx
L
moléculasx
pbsxpbsg
moléculasxgxprt µµ /1076,150
1082,8
152  660
10022,61047,1 89239 ==×=
−
 
Lmoléculasx
L
moléculasx
pbsxpbsg
moléculasxgxpl µµ /1008,850
1004,4
341  660
10022,61051,1 79239 ==×=
−
 
A partir de estas concentraciones se elaboraron las diluciones (3.6.6.2) para realizar  la 
curva de calibración, se estandarizaron las condiciones de reacción para obtener 
eficiencias cercanas a 2 y especificidad en las curvas de melting para  los genes de 
estudio. 
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En el material anexo F se encuentran las rectas de calibración para cada uno de los 
genes analizados. La tabla 4-2 muestra las condiciones de reacción qPCR establecidas 
para los genes y la tabla 4-3 describe las eficiencias de reacción conseguidas. 
Tabla 4-2. Programa de amplificación para los genes estudiados por qPCR 
Gen Ciclos 
Tanillamiento 
(°C) 
Pre-
incubación
Desnaturalización
(s) 
Anillamiento 
(s) 
Extensión 
(s) 
rRNA, 
prt y 
pl 
30 58,4 
95°C, 5 
minutos 10 30 30 
 
Tabla 4-3. Eficiencias de reacción para los genes de estudio 
Gen Eficiencia 
rRNA 1,93 
prt 1,87 
pl 2,09 
4.4.4 Determinación de los niveles 
transcripcionales por PCR en tiempo real de 
rRNA, prt y pl de Fod en planta 
Para lograr la determinación de los genes de estudio en planta fue necesario realizar 
variaciones a la metología para la síntesis de cDNA (3.6.4.1, 3.6.4.2 y 3.6.4.3). 
Inicialmente en la mezcla de reacción se utilizó oligodT para efectuar la síntesis de los 
transcriptos de interés  (3.6.4.1), se detectó la expresión del gen rRNA en ciclos tardíos 
(28 ciclos) lo que indicaba la presencia del hongo, sin embargo los genes 
correspondientes a las enzimas no se detectaban. Por esta razon se decidió realizar 
otras modificaciones como incrementar la cantidad de RNA y emplear los primers 
específicos diseñados para cada enzima en la RT, lo cual buscaba aumentar la 
especificidad. Al aumentar la cantidad de RNA de partida (3.6.4.2) no se presentó 
detección de los transcriptos. Mientras que al utilizar los primers antisentido (rRNA1, prt1 
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y pl2 tabla 3-3) por separado o mezclados en la síntesis de cDNA (3.6.4.3) se logró la 
determinación  tanto del rRNA 18s como de los transcriptos  de las enzimas proteasa y 
pectato liasa. En todas las muestras de RNA procedentes del ensayo in vivola relación de 
absorbancia 260/280 nm estuvo en el rango de 1,9-2,0.El RT empleando primers 
específicos ha sido reportado para el estudio de varias de estas enzimas  (García-
Maceira et al 2000, Di Pietro, A. Roncero, M.I. 1998, Huertas-González et al 1999, Di 
pietro et al 2001, Gomez-Gomez, E. et al 2001, Gomez-Gomez, E. et al 2002,  Ruíz-
Roldan M.C. et al 1999).Ya que  se contaba con gran cantidad de muestras procedentes 
del ensayo, incluyendo los duplicados biológicos, se descartó la opción de realizar el RT 
por separado para cada uno de los genes, porque involucraba mayor número de 
muestras y de consumo de reactivos 
Una vez obtenidas las muestras con las cuales se lograba evaluar la expresión de los 
genes del hongo en planta se determinó la dilución correcta  y se evaluaron a través del 
programa ya determinado (tabla 4-2). La figura 4-25 corresponde a los niveles 
transcripcionales hallados por cuantificación absoluta para el gen rRNA 18 s de Fod. 
Resultado que confirma lo reportado por Gao. X., et al 2004, que con este gen se logra 
hacer un seguimiento del hongo en los días analizados, además se observa que en el 
tiempo cero y en las muestras control (sin infectar) no se registran niveles de expresión, 
mientras que en las muestran infectadas sí. Por otra parte se registran diferencias en los 
niveles de mRNA durante los diez primeros días de infección y entre las variedades 
empleadas. Las  diferencias en los niveles transcripcionales entre las variedades están 
relacionados con la resistencia que presenta cada una hacia el hongo, los valores más 
altos se hallaron en la variedad Golem que es más resistente, este incremento puede 
serdebido al proceso de colonización del hongo en la planta (Haegi. A. et al. 2013). La 
cantidad de hongo en la raíz de la planta incrementa en las dos variedades en el día 4 y 
luego se  estabiliza (día 6 a 10), este comportamiento podríasestar relacionado con el 
ciclo que realiza el hongo para infectar la planta ya que las estructuras de reproducción 
del hongo (microconidias), incrementan hasta penetrar la raíz y lograr la colonización en 
esta parte de la planta, donde luego alcanza los vasos del xilema y se difunde hacia la 
parte superior de la planta (Di Pietro, et al 2003).  
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Figura 4-25.  Niveles transcripcionales de rRNA 18 s  en clavel usando la técnica de  
PCR en tiempo real. 
 
Los niveles transcripcionales para las enzimas prt y pl (figura 4-26 y 4-27) mostraron un 
comportamiento similar al descrito para rRNA, en el tiempo cero y en los controles no se 
registraron niveles de mRNA, encontrando diferencias entre las variedades y  los días 
muestreados. Sin embargo, a diferencia del gen rRNA para estos genes los niveles de 
mRNA fueron más altos en la variedad Moonlight, esto se explica porque  esta variedad 
al presentar menor resistencia al patógeno, permite al hongo avanzar más mediante la 
secreción de  mayor cantidad de estas enzimas para lograr atravesar la pared celular que 
es la primera barrera de contacto. Los niveles transcripcionales de prt fueron observados 
en todos los días muestreados a excepción del día 10, resultado que habría que 
confirmar, mientras que la transcripción del gen pl se observó en todos los días indicando 
que estos genes se expresan en el proceso depenetración de las raíces hasta pasar por 
la colonización de este tejido. Los niveles más altos de expresión para prt se alcanzan  
en el día 4 en las dos variedades (Golem y Moonlight), lo que correlaciona con los niveles 
más altos registrados para rRNA. Estudios de expresión de una  subtilasa extracelular de 
Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici no mostraron cambio en la virulencia de los 
mutantes de esta enzima, indicando que no es indispensable en el proceso de 
patogénesis, además se observóexpresión basal durante todo el proceso de infección, lo 
que pone de manifiesto que dicha proteasa podría estar participando en 
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funcionesmetabólicas básicas más que en el proceso de patogénesis (Di Pietro et al 
2001). En el caso del gen prt  estudiado en Fusarium oxysporumf. sp.dianthi sus niveles 
de expresión fueron detectados durante la mayor parte del proceso de patogénesis, 
mostrando un incremento en el día 4 indicando que la enzima podría estar jugando un 
papel importante en algún paso del proceso de patogénesis dada su sobreexpresión, sin 
embargo es necesario realizar más estudios al respecto como son  mutagénesis dirigida 
para poder confirmarlos.  Con la determinación de los niveles transcripcionales para esta 
enzima se confirma su expresión en la planta, sin embargo no es posible determinar que 
proteasa de las secretadas in vitro se expresa in vivo, ya que la región del gen 
seleccionada para diseñar los primers es una región común a los genes de proteasa en 
Fusarium 
En el caso de la pectato liasa la expresióngénica más alta fue para la variedad Golem en 
el día 8 y para la variedad Moonlight en el día 2 (Figura 4-27), indicando que para esta 
enzima existe una expresión diferencial dependiendo de la variedad de clavel, la variedad 
que presenta menor resistencia al patógeno (Moonlight) muestra mayores y más 
tempranos niveles de mRNA para este gen, lo que indica que puede estar jugando un 
papel importante en el proceso de colonización del patógeno, mientras que para la 
variedad Golem el gen pl presento niveles más bajos y tardíos en el mRNA (día 8), 
mostrando que a pesar de que el patógeno intenta colonizar este huésped la planta 
posee mecanismos de defensa más efectivos que impiden su avance. Estudios de 
expresión por RT-PCR de una pectato liasa del patógenoFusarium oxysporumf. 
sp.lycopersici determinaron el gen en tallos y raíces, con una sobreexpresión en el día 9 
y 14 en raíz, lo que refleja el avance del hongo para colonizar la planta (Huertas-
González et al 1999). En F. solanif. sp.pisi se determinaron 3 de los 4 genes de pl, pero 
ensayos de mutagénesis en una de estas no afecto la patogénesis debido a la 
redundancia de los diferentes genes en este patógeno (Guo et al 1995 b, 1996). En 
contraste F oxysporum porta un solo gen de la familia PL, esto hace llamativa la idea de 
ensayar estrategias para interrumpir este gen y evaluar su función. (Huertas-González et 
al 1999). En C. lindemuthianum se identificó y caracterizo el gen que codifica la pectato 
liasa, detectando el transcripto durante todos los estadios de desarrollo del hongo en la 
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planta, mostrando un incremento en el quinto día de la infección (Cnossen- Fassoni et al 
2013) 
La expresión de estos genes en el modelo Fod- Clavel durante el proceso de patogénesis 
ha sido muy poco estudiada. Este trabajo aporta por primera vez datos de la expresión 
de los genes pl y prt de Fod en clavel, superando los obstáculos propios de la 
determinación de expresión de genes en 2 organismos simultaneamente. El modelo más 
cercano donde se han estudiado  ampliamente estas enzimas ha sido en Fusarium 
oxysporumf. sp.lycopersici (García-Maceira et al 2000, Di Pietro, A. Roncero, M.I. 1998, 
Huertas-González et al 1999, Di pietro et al 2001, Gomez-Gomez, E. et al 2001, Gomez-
Gomez, E. et al 2002,  Ruíz-Roldan M.C. et al 1999), sin embargo los estudios de 
expresión durante la infección en planta se han realizado mediante RT-PCR, el 
inconveniente de esta técnica es que es considerada una técnica semicuantitativa, que 
indica si un gen se transcribe o no, pero lainformación cuantitativa aportada no es 
determinada de manera excata, por esta razon este trabajo aporta importantes resultados 
para el estudio de las enzimas degradadoras de la pared celular (CWDEs) secretadas 
por el hongo en planta. 
 
Figura 4-26. Niveles transcripcionales de prt en clavel usando la técnica de PCR en 
tiempo real. 
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Figura 4-27. Niveles transcripcionales de pl en clavel usando la técnica de  PCR en 
tiempo real. 
 
4.5 Relación de los niveles de 
expresión y transcripción de las 
enzimas seleccionadas que son 
secretadas por el patógeno en el 
avance de la enfermedad 
Los ensayos de actividad proteasa y pectato liasa (Figura 4-11 y Figura 4-12) 
correlacionan con los niveles transcripcionales (Figura 4-26 y 4-27). En las gráficas de 
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transcriptos que se evidenciara posteriormente en un aumento  en los niveles de 
expresion de esta enzima, resultados similares fueron obtenidos por Cnossen- Fassoni et 
al 2013 para una pectato liasa secretada por Colletotrichum lindemuthianum.En el caso 
de la proteasa, en donde  no se detectaron  niveles transcripcionales en el día 10, se 
debe tener en cuenta los resultados de actividad, ya que para la variedad moonligth 
infectada los niveles de actividad descienden en este mismo día , lo que podría coincidir 
con el resultado a nivel de mRNA. Los niveles de actividad son altospara la variedad  
golem, Mientras que los niveles transcripcionales son más altos para la variedad 
Moonlight, sin embargo es importante recordar que no necesariamente debían 
correlacionar ya que la forma en que los niveles de actividad fueron cuantificados de  
manera conjunta (planta-hongo) y la planta también es capaz de secretar este tipo de 
enzimas como mecanismo de defensa, además es necesario tener en cuenta la 
existencia de mecanismos de regulación asociados a la expresión de una proteína.Por 
otra parte la variación de los niveles transcripcionales confirmó la modulación de la 
actividad y el aumento de los niveles de las enzimas proteasa y pectato liasa secretadas 
por el patógeno en la planta, ya que como se había mencionado los primers son 
específicos para el hongo.  
A continuación se describen  algunos mecanismos asociados a la expresión de CWDEs. 
Uno de éstos es la regulación de la inducción mediada por sustratos donde muchas 
depolimerasas fúngicas son dependientes, este tipo de inducción ocurre a nivel 
transcripcional y es mediada por monómeros que son fácilmente absorbidos por células 
fúngicas. Su acción se explica mediante el modelo de sensor de enzimas, donde en 
presencia de sustratos como la cutina, se generan monómeros por la acción de la 
actividad basal de algunas depolimerasas, éstos son tomados por  células fúngicas, 
activando factores transcripcionales, generando un incremento en la expresión de genes 
CWDEs y la secreción de cantidades más grandes de CWDEs (Li et al. 2002).  Corriente 
arriba a los factores de transcripción la expresión de genes de CWDEs es controlada por 
otro tipo de mecanismo regulado por MAP kinasas (Zhao et al.2007). Las MAP kinasas 
regulan la inducción temprana de endoglucanasas extracelulares, actividades xilanoliticas 
y proteolíticas de muchos hongos filamentosos (Kikot et al 2009). Otro grupo importante 
de componentes de la señalización son las subunidades de proteínas G que a menudo 
funcionan corriente arriba de una vía conservada regulada por cAMP. La subunidad G de 
dos patógenos de plantas B. cinerea y S. nodorum  está involucrada en virulencia y en la 
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activación de la expresión de proteasas extracelulares (Schultz Gronover et al. 2001; 
Solomon et al.2004).  
Un mecanismo clave  que controla  la actividad catalítica y la transcripción de CWDEs es 
el pH del ambiente.  A menudo los genes muestran su máxima expresión en valores de 
pH donde se estabiliza la actividad de la enzima. Por ejemplo in C. gloeosporioides la 
secreción de PL y la expresión del gen pelB son regulados por el pH del huésped 
(Yakoby et al. 2000).  En hongos filamentosos, la regulación de la expresión de genes 
por el pH del ambiente está relacionado con una cascada de señalización cuyo 
componente terminal, es el activador transcripcional de dedos de zinc PacC, éste activa 
genes expresados en medio básico y reprime genes expresados en medio ácido 
(Penalva and Arst 2004).  Sin embargo se ha observado papeles divergentes de PacC en 
virulencia en plantas (Rollins 2003), lo que sugiere que los requerimientos para la 
expresión y  secreción de CWDEs durante la infección están relacionados con el pH y 
pueden variar en diferentes sistemas patógeno-huesped. 
El trabajo elaborado constituye una buena aproximación para continuar estudios de las 
enzimas degradadoras de la pared celular secretadas por Fusarium oxysporumf. 
sp.dianthi en planta mediante qPCR, ya que el diseño y prueba de  primers  garantiza la 
selectividad hacia el estudio de las enzimas de interés  en planta, que es una de las 
limitaciones que tenía la investigación elaborada, ya que la planta también cuenta con 
este tipo de enzimas.  
Las enzimas degradadoras de la pared celular (CWDEs) estudiadas fueron detectadas 
en las dos variedades empleadas, estas se expresaron de forma diferencial en el tejido 
analizado (raíz). Diferencias en los patrones de  expresión están relacionadas con 
diferentes fuentes de carbono, diferentes estados, el órgano de estudio, las variedades 
(Inmaculada. J et al 2006).Los niveles máximos y más tempranos de   actividad fueron 
para  PG, PL que para PRT y XL. Esos resultados sugieren que las enzimas pécticas 
juegan un papel más importante en la patogénesis resultado que fue corroborado con los 
niveles transcripcionales de pl, para el estudio de los genes de las enzimas 
poligalacturonasas y xilanasas se cuenta con primers para estudios posteriores. 
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5. Conclusiones y 
recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
• Para extraer el fluido intercelular de raíces de clavel,  se seleccionó una 
metodología que empleavacío, ya que se incrementa la cantidad de proteína 
extraída. 
• Se selecionaron el fluido intercelular (apoplasto) y el extracto intracelular 
(simplasto), obtenidos de manera independiente para el análisis de las enzimas 
PRT, PL, PG y XL  
• El mejor método para extraer las enzimas del extracto intracelular fue el que 
emplea buffer fosfatos. 
• Mediante zimogramas para PRT, PL, PG y XL se detectaron diferencias en los 
patrones electroforéticos entre los cultivos in vitrode Fod y raíces de clavel, 
mediante esta técnica es posible identificar las enzimas secretadas por cada 
organismo. 
• Los resultados de actividad  de las enzimas PRT, PL, PG y XL durante los 
primeros días de infección presentaron diferencias entre las variedades 
empleadas, entre las plantas control y las inoculadas,  y entre el fluido intercelular 
y el extracto intracelular 
• Se determinaron los patrones de secreción, en raíces de clavel infectadas, de las 
enzimas proteasa, pectato liasa, poligalacturonasa y xilanasa, durante los 
primeros días de infección. Los mayores niveles de actividad se registraron en la 
las muestrasinfectadas y en el fluido intercelular. 
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• Los tiempos de inducción de las enzimas PRT, PL , PG y XL evaluados mediante 
un ensayo in vivo son posteriores a los observados  en ensayos in vitro 
• Se observó una secreción diferencial de las enzimas en la  planta por parte del 
hongo en los primeros días de infección, donde las enzimas pécticas que  primero 
se expresan son las poligalacturonasas, seguido de las pectato liasas, luego las 
proteasas indicando que las enzimas pécticaspodrían ser decisivas en el proceso 
de infección, para el caso de la xilanasa no se evidenció actividad en el fluido 
intercelular. 
• En periodos más avanzados de la enfermedad, las muestras infectadas para la 
variedad con menor grado de  resistencia tiende a igualarse  con las muestras 
control, mientras que en la variedad más resistente la actividad de las  muestras 
infectadas es mayor al control, comportamiento relacionado con los niveles de 
resistencia 
• Se observó que el hongo activa estas enzimas para su proceso de colonización y 
que su secreciónesta relacionada con el grado de resistencia de la planta.  
• El diseño de primers específicos basados en diferentes genes que codifican 
proteasasde Fusarium permitió la determinación de niveles transcripcionales para 
esta enzima en la planta  
• El diseño de primers específicos basados en diferentes genes que codifican 
pectato liasas de Fusarium permitió la determinación de niveles transcripcionales 
para esta enzima en la planta. 
•   Los niveles transcripcionales de las enzimas proteasa y pectato liasa, mostraron  
diferencias entre las muestras infectadas y los controles,entre las variedades de 
clavel (Moonlight y Golem)  y los días del ensayo .Hecho que muestra diferencias 
en los papeles que puedan desempeñar estas enzimas en el proceso de infección 
• El gen 18s rRNA permitió realizar seguimiento de la cantidad de  hongo en planta 
durante los primeros días de infección. 
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• los niveles transcripcionales de los genes prt y pl fueron más altos en  la  variedad 
Moonlight, indicando que estos genes se expresan en el proceso de penetración 
de las raíces. 
 
5.2 Recomendaciones 
• Realizar el análisis de las enzimas empleando una variedad susceptible, para 
contrastar los resultados. 
 
• Elaborar un diseño experimental donde se muestree todos los días y por más 
tiempo de lo elaborado en el primer bloque, para asegurar  los máximos de 
actividad de las enzimas. 
 
• . Analizar otros tejidos de la planta, como son tallo y hojas para hacer un 
seguimiento del papel de las enzimas durante la infección en la planta. 
 
• Evaluar los niveles transcripcionales de las otras enzimas, empleando los primers 
ya diseñados y evaluados. 
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A. Anexo: Curva de 
calibración para determinar 
proteína por el método de 
Bradford 
Se empleó el método de Bradford para cuantificar contenido de proteína soluble 
utilizando BSA (Albúmina sérica bovina) como patron. Para ello se preparo una 
solucion stock de una concentracion de 1mg/mL de BSA y se realizo una curva de 
calibracion con concentraciones entre 1 y 15 µg de proteína. Se adicionaron 20 
µL de muestra y 500 µL de reactivo de Bradford, la mezcla se dejo encubando a 
temperatura ambiente durante 15 minutos y se leyo la muestra a 450 y 590 nm. 
 
El reactivo de Bradford se preparo de la siguiente manera: se pesaron 10 mg de 
azul de Coomasie G-250 y se disolvieron en 5 mL de etanol. Posteriormente se 
adicionaron 10 mL de ácido fosforico y se completo con agua desionizada hasta 
100 mL. Se filtro 2 veces y se conservo a 4°C protegido de la luz. La curva de 
calibracion relacion A590/A450 nm vs concentracion de proteína se muestra a 
continuacion. Cada punto de la gráfica corresponde al promedio de tres 
determinaciones. 
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B. Anexo: Curva de 
calibración L- Tirosina 
 
 
y = 0,006x + 0,000
R² = 0,999
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
0,12
0,14
0 5 10 15 20 25
A
bs
or
ba
nc
ia
 2
80
 n
m
Concentracion L‐tirosina µg/mL
y = 0,008x + 0,069
R² = 0,990
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
1,8
0 50 100 150 200
A
bs
or
ba
nc
ia
 2
80
 n
m
Concentracion L‐tirosina µg/mL

Anexo 125
 
C. Anexo: Curva de 
calibración Glucosa 
Para la cuantificacion de los azucares liberados empleando el método de Nelson -
Somogyi se realizo una curva de calibracion en Buffer ácido acético- acetato 0,1 M 
pH:5,0  usando como patron glucosa en el rango de 0-120 µg/mL. 
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D. Anexo: Curva de 
calibracion Xilosa 
Para la cuantificacion de los azucares liberados empleando el método de Nelson -
Somogyi se realizo una curva de calibracion en agua usando como patron xilosa en el 
rango de 0-120 µg/mL. 
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E. Anexo: Organismos a los 
cuales pertenecen las 
secuencias empleadas para 
el diseño de primers 
 
Gen 
Numero de 
identificación de las 
secuencias 
empleadas para el 
diseño de primers 
Organismo 
rRNA 
18s AY354389.1 Fusarium oxysporumf. sp.dianthi 
pl 
AAC64368.1 Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici pectate lyase 
EGU81343.1 Fusarium oxysporum Fo5176 hypothetical protein 
ACS78057.1 Fusarium oxysporum f. sp.cubense pectate lyase 
ACS78056.1 Fusarium oxysporum f. sp.cubense pectate lyase 
ENH71606.1 Fusarium oxysporumf. sp.cubense race 1 Putative pectate lyase F 
prt 
AAC27316.2 
 
Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici 
serine 
EGU81342.1 Fusarium oxysporum Fo5176 hypothetical protein 
ENH71605.1 Fusarium oxysporumf. sp. cubense race 1 Cuticle-degrading protease 
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EMT69037.1 Fusarium oxysporumf. sp.cubense race 4 Cuticle-degrading protease 
BAD72940.1 Fusarium oxysporum serine protease precursor 
xl 
AAK27975.1 Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici xylanase 4 protein 
ENH71257.1 Fusarium oxysporumf. sp.cubense race 1 Endo-1,4-beta-xylanase 1 
EMT73821.1 Fusarium oxysporumf. sp.cubense race 4 Endo-1,4-beta-xylanase 1 
EGU81323.1 Fusarium oxysporum Fo5176 hypothetical protein 
CCT69575.1 Fusarium fujikuroi IMI 58289 endo-1,4-beta-xylanase 
Exopg 
BAE97064.1 Fusarium oxysporumf. sp.dianthi exopolygalacturonase 
BAE97062.1 
Fusarium oxysporumf. 
sp.cucumerinum 
exopolygalacturonase 
BAE97093.1 Fusarium oxysporumf. sp.spinaciae exopolygalacturonase 
BAE97058.1 Fusarium oxysporumf. sp.colocasiae exopolygalacturonase 
BAE97063.1 
Fusarium oxysporumf. 
sp.cucumerinum 
exopolygalacturonase 
BAE97053.1 Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici exopolygalacturonase 
ADA63833.1 Fusarium oxysporum f. sp.cubense exopolygalacturonase 
BAE97071.1 Fusarium oxysporumf. sp.lagenariae exopolygalacturonase 
BAE97060.1 
Fusarium oxysporumf. 
sp.conglutinans 
exopolygalacturonase 
BAE97055.1 Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici exopolygalacturonase 
Endopg 
BAE97015.1 Fusarium oxysporumf. sp.dianthi endopolygalacturonase 
BAA20555.1 Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici endopolygalacturonase 
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BAE97016.1 Fusarium oxysporumf. sp.dianthi endopolygalacturonase 
BAE97026.1 Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici endopolygalacturonase 
BAE97009.1 Fusarium oxysporumf. sp.colocasiae endopolygalacturonase 
BAE97051.1 Fusarium oxysporumf. sp.tulipae endopolygalacturonase 
BAE97045.1 Fusarium oxysporumf. sp.raphani endopolygalacturonase 
BAE97035.1 Fusarium oxysporumf. sp.melonis endopolygalacturonase 
BAE97017.1 Fusarium oxysporumf. sp.fragariae endopolygalacturonase 
BAE97011.1 
Fusarium oxysporumf. 
sp.conglutinans 
endopolygalacturonase 

  
 
 
F. Anexo: Amplificacion por 
PCR rRNA, prt y pl 
A partir de la amplificacion por PCR de los genes rRNA, prt, y pl que se muestra a 
continuacion fue purificado el producto de PCR y se elaboraron las curvas de 
calibracion.M. marcado de 1kb, 1.control negativo. 2. Gen rRNA usando primers rRNA1 y 
como plantila DNA Fod. 3. control negativo. 4. Gen prt usando primers pl2 y como plantila 
DNA Fod. 5. control negativo. 6. Gen pl usando primers prt1 y como plantila DNA Fod. 
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G. Anexo: Curvas de calibración 18 s 
rRNA, prt y pl 
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